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(57) Abstract 

A polypeptide (8F4 molecule) with a T-cell costimulating biological activity is disclosed, as well as monoclonal antibodies against 
said 8F4 molecule and hybridoma cells which produce the monoclonal antibodies, the use as medicaments of substances which inhibit the 
biological activity of the disclosed 8F4 polypeptide, in particular monoclonal antibodies, natural or synthetic ligands. agonists or antagonists, 
in particular for preventing or treating diseases which involve the immune system, the use of said 8F4 molecule or cells containing said 8F4 
molecule as medicaments, in particular for preventing or treating diseases which involve the immune system, and the use of substances which 
specifically recognise the disclosed polypeptide, in particular monoclonal antibodies, natural or synthetic ligands, agonists or antagonists, 
for diagnosing diseases which involve the immune system. 




(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betriffl ein Polypeptid (8F4-Molelctil) mit der biologischen AktivitSt der Ko-Stimulation von T-Zellen. Weiterhin 
betrifft die Erfindung monoklonale Antikorper gegen das 8F4-Molekul und Hybridomzellen, die die monoklonalen Antikorper herstellen. 
Femer betrifft die Erfindung die Verwendung von Substanzen, die die biologische Aktivitat des erfindungsgemafien Polypeptids 8F4 
hemmen, insbesondere monoklonale Antikorper, naturliche oder synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten. als Arzneimittel, ^ 
insbesondere zur Vorbeugung oder Therapie von Erkankungen, an denen das Immunsystem beteiligt ist. Femer betrifft die Erfindung 
die Verwendung des 8F4-Molektils oder von Zellen, die das 8F4-MolekOl enthalten. als Arzneimittel. insbesondere zur Vorbeugung oder 
Therapie von Erkrankungen, an denen das Immunsystem beteiligt ist. Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung von Substanzen, 
die das erfindungsgemaBe Polypeptid spezifisch erkennen, insbesondere monoklonale Antikdrper, natiirliche oder synthetische Liganden. ^ 
Agonisten oder Antagonisten, zur Diagnose von Erkrankungen, an denen das Immunsystem beteiligt ist. 
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Ko-stimulierendes Polypeptid von T-Zellen, monoklonale Antikorper sowie 

die Herstellung und deren Verwendung 

5 Die Erfindung betrifft ein Polypeptid (8F4-Molekul) mit der biologischen Aktivitat der Ko- 
Stimulation von T-Zellen. Weiterhin betrifft die Erfindung monoklonale Antikorper gegen das 
8F4-Molekul und Hybridomzellen, die die monoklonalen Antikorper herstellen. Femer 
betrifft die Erfindung die Verwendung von Substanzen, die die biologische Aktivitat des 
erfindungsgemaBen Polypeptids 8F4 hemmen, insbesohdere monoklonale Antikorper, 

10 naturliche oder synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten, als Arzneimittel. 
Insbesondere betrifft die Erfindung die Verwendung dieser Substanzen zur Vorbeugung oder 
Therapie von Erkrankungen an denen das Immunsystem beteiligt ist, insbesondere zur 
Behandlung von Autoimmunkrankheiten und zur Verhinderung der AbstoBungsreaktionen bei 
Organtransplantationen. Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung des 8F4-MolekuIs oder 

15 von Zellen, die das 8F4-Molekul enthalten, als Arzneimittel, insbesondere zur Vorbeugung 
oder Therapie von Erkrankungen an denen das Immunsystem beteiligt ist, insbesondere zur 
Behandlung von Krebserkrankungen, Aids, Asthmaerkrankungen oder chronischen viralen 
Erkrankungen wie HCV- oder HBV-Infektionen. Weiterhin betrifft die Erfindung die 
Verwendung von Substanzen, die das erfindungsgemaBe Polypeptid spezifisch erkennen, 

20 insbesondere monoklonale Antikorper, naturliche oder synthetische Liganden, Agonisten oder 
Antagonisten, zur Diagnose von Erkrankungen, an denen das Immunsystem beteiligt ist. 
Insbesondere betrifft die Erfindung die Diagnose mittels eines ELISA-Nachweises, einer 
DurchfluBzytometrie, eines Western Blot, eines Radioimmunnachweises, einer Nephelometric 
oder einer histochemischen Anfarbung. 



T-Lymphozyten erkennen ihr Antigen, das von "Antigen-prasentierenden Zellen", z.B. 
dendritischen Zellen, B-Zellen und Makrophagen, dargeboten wird, durch ihren T-Zell- 
Rezeptor. Die Erkennung des Antigens durch den T-Zell-Rezeptor alleine aber reicht in den 
meisten Fallen nicht aus, um T-Lymphozyten ausreichend zu aktivieren. Hierzu bedarf es der 
30 zusatzlichen, gleichzeitigen Stimulation (nachfolgend auch "Ko-Stimulation" genannt) durch 
andere Rezeptormolekule auf der Oberflache der T-Lymphozyten. Eines dieser 
Rezeptormolekiile ist der sogenannte CD28-Rezeptor, der durch das ko-stimulierende 
Molekul B7 stimuliert wird. Werden diese "ko-stimulatorischen" Molekiile, z.B. CD28, 
wirksam, so erreicht die Aktivierung der T-Zellen nach der Erkennung des Antigens durch 
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den T-Zell-Rezeptor ein ausreichendes Niveau. Nach einer solchen vollstandigen Aktivierung 
exprimiert die T-Zelle zusatzliche Molekule, z.B. CD25, CD69, CD71, auf der Oberflache 
und synthetisiert zahlreiche Zytokine, 2.B. IL-2 und IFN-y, welche die Funktion von 
BotenstofFen haben. Sowohl diese zusatzlichen Oberflachenmolekule wie auch die Zytokine 
5 dienen dem Informationsaustausch der T-Zelle mit anderen Zelien des Immunsystems. Durch 
die zusatzlichen Oberflachenmolekule und die Zytokine lenken die aktivierten T-Zellen die 
gesamte Antigen-spezifische Immunabwehr. Auf diese Weise wird sowohl die Generierung 
von zytotoxischen Zellen ("Killerzellen") wie auch die Generierung von Antigen-spezifischen 
Antikorpem durch B-Zellen gesteuert. Zytotoxische Zellen wie auch die spezifisch gebildeten 

10 Antikorper eliminieren virale oder bakterielle Erreger, welche in den Korper eindringen. In 
einigen Fallen kommt es jedoch zu einem UberschieBen der Immunreaktion und das 
Immunsystem richtet sich gegen die eigenen Korperzellen. Das fiihrt zum Auftreten von 
"Autoimmunerkrankungen", z.B. zu rheumatoider Arthritis, Morbus Bechterew, Sjogren- 
Syndrom, Colitis ulcerosa, u.a. Einer der wesentlichen Orte der Kooperation zwischen 

15 Antigen-aktivierten T-Zellen und anderen Zellen des Immunsystems sind die sekundaren 
lymphatischen Organe, darunter die Tonsillen. Hier werden die T-Lymphozyten durch das 
von dendritischen Zellen prasentierte Antigen aktiviert, hier interagieren T-Lymphozyten mit 
B-Zellen. Aufgrund dieser Interaktion sezernieren B-Zellen nach mehreren Zwischenstufen 
der Differenzierung Antigen-spezifische Antikorper vom IgM- und IgG-Typ. 



Das am besten charakterisierte und bisher mit wirksamste ko-stimulatorische Molekiil ist das 
CD28-Oberflachenmolekul (nachstehend CD28-Rezeptor oder CD28 genannt), das auf einem 
groBen Teil der T-Zellen konstitutiv exprimiert wird. In vitro fuhrt die Ko-Stimulation durch 
CD28 nach Erkennung des Antigens durch den T-Zell-Rezeptor zu einer sehr starken 

25 Erhohung der Zytokin-Sekretion von z.B. IL-2 und IFN-y wie auch zu einer deutlichen 
Heraufregulatipn der Expression von Zelloberflachen-Molekulen wie CD25, CD69, CD71, 
welche flir die Interaktion der T-Zellen mit anderen Immunzellen, z.B, B-Lymphozyten, 
notwendig sind; vgl. Chambers und Allison, Current Opinion in Immunology 9 (1997), 396- 
404. Durch die Ko-Stimulation uber den CD28-Rezeptor laBt sich des weiteren die 

30 Proliferation der T-Lymphozyten deutlich steigem. Auch wird durch die Ko-Stimulation iiber 
den CD28-Rezeptor die T-Zell-Steuerung der B-Lymphozyten-Funktion so optimiert, dafl es 
zu einer erhohten Sekretion von Antikorpem kommt 

Wenn die Funktion des CD28-Rezeptors aufgehoben wird, kommt es zu einer drastischen 
FunktionseinbuBe der Immunabwehr Das konnte anhand einer transgenen Maus gezeigt 
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werden, in der das CD28-Gen durch homologe Rekombi nation zerstort wurde (ein 
sogenannter "CD28-knock-out"). Die auf diese Weise gestorte Aktivierung der Antigen- 
spezifischen T-Zellen fuhrt zu einer fehlenden Ko-Stimulation. Diese wiederum fuhrt zu einer 
Stoning der T-Zell-Funktion, d.h. zu einer verminderten Proliferation der T-Zellen und zu 
5 einer drastisch verminderten Synthese verschiedener Zytokine. Die fehlende Ko-Stimulation 
fuhrt letztendlich zu einer verminderten Funktion der Antigen-spezifischen Immunabwehr. So 
wird u.a. durch das Fehlen von CD28 die Bildung Antigen-spezifischer IgGl- und IgG2- 
Antikorper durch B-Lymphozyten auf 10% des Normwertes reduziert; vgl. Shahinian et al.. 
Science 262 (1993), 609-612; Lucas et al. Journal of Immunology 154 (1995), 5757- 

10 5768.Uber eine Ko-Stimulation durch CD28 kann man in vitro auch das Eindringen des Aids- 
Virus in T-Lymphozyten verhindern; vgl. Riley et al.. Journal of Immunology 158 (1997), 
5545-5553. Entsprechende Versuche sind in vivo noch nicht durchgefuhrt worden. 
Bekanntlich schaltet CD28 viele Zytokin-Gene an, die in vivo zu erheblichen 
Nebenwirkungen fiihren konnen. Die Blockade der Rezeptoren von CD28 durch ein losliches 

15 CTLA-4-Immunglobulin-Molekul ist im AfFenmodell erfolgreich eingesetzt worden, um die 
AbstoBung von transplantierten Nieren zu verhindern. Hierbei wurde CTLA-4 in 
Kombination mit einem Antikorper gegen das CD40-Liganden-Molekul eingesetzt worden; 
vgl. Kirk et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 94 (1997) 8789-8794. Die Blockade der CD28- 
Rezeptoren betriflft jedoch samtliche T-Lymphozyten und nicht nur die bereits aktivierten, da 

20 CD28 auf T-Lymphozyten konstitutiv exprimiert wird. 

Es besteht somit ein Bedarf an einem ko-stimulierenden Oberflachenmolekiil, das nur auf 
aktivierten T-Lymphozyten exprimiert wird. Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, 
ein Oberflachenmolekul auf aktivierten T-Zellen, das eine starke ko-stimulatorische Wirkung 
25 auf zentrale Funktionen der T-Lymphozyten aufweist, bereitzustellen. Eine weitere Aufgabe 
der Erfindung ist es, Substanzen, z.B. monoklonale Antikorper gegen das ko-stimulatorische 
Oberflachenmolekul, naturliche oder synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten des 
Oberflachenmolekiils bereitzustellen. 

30 In einer ersten Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung ein Polypeptid mit der biologischen 
Aktivitat der Ko-Stimulation von T-Zellen, charakterisiert dadurch, daB a) das Polypeptid auf 
aktivierten CD4^- und CDS'^-T-Lymphozyten, aber nicht auf ruhenden oder aktivierten B- 
Zellen, Granulozyten, Monozyten, NK-Zellen (naturliche Killerzellen) oder dendritischen 
Zellen vorkommt, und b) das Polypeptid ein Dimer ist, wobei das Polypeptid ein 
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Molekulargewicht von etwa 55 bis 60 kDa (Kilodalton) hat, bestimmt in einer nicht 
reduzierenden Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE), und 
wobei die zwei Polypeptidketten des Polypeptids ein Molekulargewicht von etwa 27 kDa und 
etwa 29 kDa haben, gemessen in einer reduzierenden SDS-PAGE. 



Das erfmdungsgemaBe Polypeptid (nachstehend auch 8F4-Molekul oder 8F4 genannt) wird 
erst nach Aktivierung der T-Lymphozyten exprimiert, und zwar sowohl auf CD4^- wie auch 
auf CD8'*^-T-Zellen. In einer nicht reduzierenden SDS-PAGE weist das 8F4-Molekul ein 
Molekulargewicht zwischen etwa 55 und 60 kDa (Kilodalton) auf. Das 8F4-Molekul ist aus 

10 zwei Peptidketten zusammengesetzt, wobei die beiden Peptidketten in einer reduzierenden 
SDS-PAGE ein Molekulargewicht von etwa 27 und etwa 29 kDa aufweisen. Histologisch 
kann man das 8F4- Antigen auf aktivierten T-Lymphozyten im lymphatischen Gewebe der 
Tonsillen und Lymphknoten eindeutig nachweisen, insbesondere in Keimzentren, dem Ort der 
Interaktion von T-Lymphozyten und B-Lymphozyten bei der Generierung von Antikorpem. 

15 Ex vivo isolierte tonsillare T-Zellen sind zu etwa 50-80% positiv fiir das 8F4-Antigen und 
weisen Zeichen einer fortgeschrittenen Aktivierung auf Das 8F4-Molekul ist auf ruhenden 
oder aktivierten B-Zellen, Granulozyten, Monozyten, NK-Zellen und dendritischen Zellen 
nicht nachweisbar. 

20 Eine wichtige biologische Aktivitat des 8F4-Molekuls ist seine ko-stimulierende Aktivitat von 
T-Lymphozyten. Die ko-stimulierende Aktivitat kann bestimmt werden nach Linsley, et al., 
Journal of Experimental Medicine 176 (1992), 1595-604. Die ko-stimulierende Aktivitat des 
8F4-Molekuls ahnelt der ko-stimulierenden Aktivitat des CD28-Molekuls, welches als 
zentrales Verstarkungselement der Antigen-Erkennung durch das Immunsystem identifiziert 

25 worden ist. Das 8F4-Molekul unterscheidet sich jedoch in vielen Aspekten von CD28, So 
muB die Expression des 8F4-Molekuls auf der Oberflache der T-Zellen erst induziert werden, 
wahrend CD28 konstitutiv exprimiert wird. Auch in der Funktion sind deutliche Unterschiede 
nachweisbar: Die Ko-Stimulation uber CD28 fuhrt zur Uberexpression zahlreicher 
Lymphokine, u.a. des Interleukin-2 (IL-2). Auch die Ko-Stimulation uber 8F4 fuhrt zu einer 

30 verstarkten Sekretion von Lymphokinen, nicht jedoch des IL-2. Somit unterscheidet sich die 
ko-stimulatorische Aktivitat des 8F4-MolekuIs von der Aktivitat des CD28-Molekuls. Da die 
Stimulation uber 8F4 nicht alle Zytokin-Gene anschaltet, ist eine Ko-Stimulation uber 8F4 in 
vivo vorteilhaft, z.B. gegenuber einer Ko-Stimulation liber den CD28-Rezeptor. Auch 
unterscheidet sich die Induktioa, die Expression, der Expression sort und die Funktion des 
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8F4-Molekuls von alien anderen bekannten ko-sttmulatorisch wirksamen Molekulen. 



Bei dem erfindungsgemaBen 8F4-MoIekul handelt es sich um ein neues Oberflachenmolekiil 
^ auf aktivierten T-Zellen, das eine Starke ko-stimulatorische Wirkung auf zentrale Funktionen 

5 der T-Lymphozyten aufweist. Die Expression in vivo deutet u.a. auf eine wesentliche 
Beteiligung des 8F4-MoIekuls an der Kooperation von T-Zellen mit anderen Zellen des 
Immunsystems wie B-Zellen oder dendritischen Zellen im Rahmen der humoralen und 
zellularen Immunabwehr gegen Viren und Bakterien bin. 



10 Nach Expression hat das 8F4-MolekuI in vitro eine starke ko-stimulatorische Wirkung auf 
verschiedene Funktionen der T-Lymphozyten: 



1 . Deutliche Verstarkung der Proliferation von T-Lymphozyten. 

2. Deutliche Verstarkung der Synthese bestimmter Zytokine durch die T-Lymphozyten. 

15 3. Stark erhohte Expression von Steuerungs-Molekiilen, z.B. Oberflachenmolekule und 
Zytokine, auf und in T-Lymphozyten. 
4. Deutliche Verbesserung der T-Zell-induzierten Antikorper-Bildung (IgM und IgG) 
durch B-Zellen. 



20 Die vorliegende Erfindung stellt weiterhin bereit, ein Polypeptid mit der biologischen 
Aktivitat der Ko-Stimulation von T-Zellen und mit einer Aminosauresequenz, die mindestens 
40% Homologie mit der 199 Aminosauren umfassenden Sequenz in Fig. 15 (SEQ ID NO:2) 
aufweist, oder ein biologisch aktives Fragment oder ein Analogon davon. Ein biologisch 
aktives Fragment oder Analogon ist ein Fragment oder Analogon, das ebenfalls eine ko- 

25 stimulatorische Wirkung auf T-Zellen-Lymphozyten zeigt oder zumindest im Sinne einer 
Blockade eine biologische Wirkung entfaltet. Bevorzugt ist ein Polypeptid oder ein biologisch 
aktives Fragment oder Analogon davon, das mindestens 60% Homologie mit der 199 
Aminosauren umfassenden Sequenz in Fig. 15 (SEQ ID NO:2) aufweist. In einer besonders 
bevorzugten Ausfuhrungsform umfaBt das erfindungsgemaBe Polypeptid eine 

30 Aminosauresequenz, die mindestens 80% Homologie mit der 199 Aminosauren umfassenden 
Sequenz in Fig. 15 (SEQ ID NO:2) aufweist oder ein biologisch aktives Fragment oder 
Analogon davon. 

Insbesondere bevorzugt ist ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat der Ko-Stimulation 



PCT/DE98/02896 
15 (SEQ ID NO:2), oder 

Die Erfindung schlieBt ein allele- Varianten, Fragmente und Analoga von dem 8F4-Molekul. 
5 Diese Varianten schliefien ein naturlich vorkommende allele- Varianten, Substitutionsanaloga, 
in denen eine oder mehrere Aminosauren substituiert worden sind mit verschiedenen 
Aminosauren, Substitutionsanaloga, in denen eine oder mehrere Aminosauren substituiert 
worden sind mit verschiedenen Aminosauren, Deletionsanaloga, in denen eine oder mehrere 
Aminosauren deletiert worden sind und Additionsanaloga, bei denen eine oder mehrere 
10 Aminosauren hinzugefiigt worden sind. Deletion und Addition von einer oder mehreren 
Aminosauren konnen entweder an einer intemen Region des Polypeptids oder an dem Amino- 
oder Carboxyterminus gemacht werden, 

ErfindungsgemaBe Polypeptide, fusioniert zu hetrologen Polypeptiden, werden ebenfalls 
15 umfaBt. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform bezieht sich die Erfindung auf DN A-Sequenzen, die ein 
erfindungsgemaBes Polypeptid oder ein biologisch aktives Fragment oder Analogon davon 
kodieren. 

20 

Diese DNA-Sequenzen schlieBen die Sequenz gemaB SEQ ID NO:l (Fig. 16) genauso wie 
allele- Varianten, Fragmente, und Analoga mit biologischer Aktivitat ein. 

Bevorzugt ist eine DNA-Sequenz kodierend ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat der 
25 Ko-Stimulation von T-Zellen, wobei die Sequenz ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend 
aus: 

a) der DNA-Sequenz gemaB SEQ ID NO: 1 (Fig. 16) und ihren komplementaren Strang 

b) DNA-Sequenz, hybridisierend mit den Sequenzen in (a) und 

c) DNA-Sequenzen, die aufgrund der Degeneration des genetischen Codes mit den Sequenzen 
30 in (a) und (b) hybridisieren. Vorzugsweise hybridisieren die vorstehenden DNA-Sequenzen 

zueinander unter stringenten Bedingungen. 

Weiterhin werden bereitgestellt Vektoren, die diese DNA-Sequenzen enthalten und 
Wirtszellen, die mit diesen Vektoren transformiert oder transfiziert sind. 
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von T-Zellen und umfassend eine Aminosauresequenz gemaB Fig. 
ein biologisch aktives Fragment oder ein Analogon davon. 
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In einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung monoklonale Antikorper gegen das 
8F4-Molekul. Die erfindungsgemaOen monoklonalen Antikorper konnen auf ubliche Weise 
nach dem von Milstein und Kohler, Nature 256 (1975), 495-497, beschriebenenVerfahren 
hergestellt werden. Insbesondere konnen die erfindungsgemafien monoklonalen Antikorper 
hergestellt werden, indem Mause mit T-Zellen, die in vitro mit Phorbolmyristatacetat (PMA) 
und lonomycin ("2-Signal-System") fiir 24 h aktiviert worden sind, immunisiert werden. Die 
Milzzellen der immunisierten Mause werden mit Myelom-Zellen fusioniert. 8F4-spe2ifische 
monoklonale Antikorper werden dadurch identifiziert, daB sie 2-Signal-aktivierte, jedoch 
nicht ruhende T-Lymphozyten erkennen. Auch farben 8F4-spezifischen Antikorper mit einem 
Signal (entweder PMA oder lonomycin) stimulierte T-Zellen in einem auf ubliche Weise 
durchgefuhrten Nachweisverfahren nicht an. 8F4-spezifische Antikorper ergeben ein 
typisches Anfarbemuster von tonsiliaren T-Zellen und erkennen ein Antigen von etwa 55 bis 
60 kDa in einer nicht reduzierenden SDS-PAGE und von etwa 27 kDa und etwa 29 kDa in 
einer reduzierenden SDS-PAGE auf aktivierten T-Lymphozyten. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform betriflft die Erfindung Hybridomzellen, die die 
erfindungsgemaOen monoklonalen Antikorper herstellen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung die Verwendung von Substanzen, 
die die biologische Aktivitat des erfindungsgemafien Polypeptids 8F4 hemmen, als 
Arzneimittel. Besonders bevorzugt ist Verwendung der erfindungsgemafien monoklonalen 
Antikorper, naturlicher oder synthetischer Liganden, Agonisten oder Antagonisten des 8F4- 
Molekiils. Diese Substanzen konnen als Arzneimittel verwendet werden, zur Vorbeugung 
oder Therapie von Erkrankungen an denen das Immunsystem beteiligt ist, insbesondere zur 
Behandlung von Autoimmunkrankheiten oder zur Verhinderung der AbstoBungsreaktionen 
bei Organtransplantationen. Die Blockade der Interaktion des 8F4-Antigens mit seinem 
Rezeptor verbessert z.B, die Verhinderung der OrganabstoBung, da eine solche Blockade nur 
bereits aktivierte T-Lymphozyten betrifft.Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung 
betrifft die Verwendung des erfindungsgemafien Polypeptids als Arzneimittel. Insbesonders 
kann das erfindungsgemafie Polypeptid, zur Vorbeugung oder Therapie von Erkrankungen an 
denen das Immunsystem beteiligt ist, insbesondere zur Behandlung von Krebserkrankungen, 
Aids, Asthmaerkrankungen oder chronischen viralen Erkrankungen wie HCV-oder HBV- 
Infektionen verwendet werden. 
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Das erfmdungsgemaBe Polypeptid kann ebenfalls auf ubliche Weise in Zellen eingefuhrt 
werden, so daB diese Zellen das Polypeptid z.B. konstitutiv exprimieren. Z.B. kann die das 
Polypeptid codierende Nukleinsauresequenz oder ein Vektor, umfassend die das Polypeptid 
5 codierende Nukleinsauresequenz, z.B. die cDNA oder genomische DNA, Promotoren, 
Enhancer und andere fur die Expression der Nukleinsauresequenz benotigten Elemente, in 
eine Zelle eingeschleust werden. Vorzugsweise wird die 8F4 cDNA (2641 Nukleotide), 
dargestellt in Fig. 16 (SEQ ID NO: 1), oder Fragmente oder Derivate hiervon zur Expression 
des erfindungsgemaBen Polypeptids oder Fragmenten hiervon eingesetzt. 

10 

Femer kann das erfmdungsgemaBe Polypeptid z.B. mittels Liposomen in Zellen eingefuhrt 
werden, die das Polypeptid danach auf ihrer Zelloberflache ausbilden. ErfmdungsgemaB 
konnen diese Zellen als Arzneimittel verwendet werden, insbesondere zur Wiederherstellung 
der korrekten Regulation des menschlichen Immunsystems, wie sie im Rahmen zahlreicher 
15 chronischer Infektionserkrankungen auflritt, z.B. im Rahmen von AIDS, 
Asthmaerkrankungen oder bei chronischen viralen Hepatitiden (z.B. HCV, HBV), oder zur 
Stimulation des Immunsystems in vitro oder irt vivo, wie z.B. flir die Therapie von 
Krebserkrankungen verwendet werden. 

20 In einer weiteren Ausfiihrungsform werden Substanzen, die das erfmdungsgemaBe Polypeptid 
spezifisch erkennen, zur Diagnose von Erkrankungen, an denen das Immunsystem beteiligt ist 
verwendet, wobei die Substanzen insbesondere einen monoklonalen Antikorper, naturliche 
oder synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten umfassen. Zur Diagnose kann z.B. 
ein ELISA-Nachweis, DurchfluBzytometrie, Western Blot, Radioimmunassay, Nephelometrie 

25 Oder eine histochemische Anfarbung verwendet werden. Die Substanzen, die das 
erfmdungsgemaBe Polypeptid erkennen, umfassen auch Nukleinsauresequenzen, wobei diese 
vorzugsweise zur Hybridisierung und/oder zur Nukleinsaure-(RNA, DNA)-Amplifikation 
(z.B. PCR) eingesetzt werden. 

30 In einer weiteren AusfiihTungsform betrifft die Erfindung Substanzen, die den 
Signaltransduktionsweg des erfindungsgemaBen Polypeptids in die T-Zelle positiv oder 
negativ beeinflussen (modulieren) und die Verwendung dieser Substanzen als Arzneimittel. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung Substanzen, die die 
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Heraufregulation des erfindungsgemaBen Polypeptids an die T-Zelloberflache verhindem und 
deren Verwendung als Arzneimittel. 

In einer weiteren Ausfiihrungsfonn wird das erfindungsgemaBe Polypeptid oder Fragemente 
5 hiervon durch ein transgenes Tier exprimiert. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform umfaBt die Erfindung ein transgenes Tier, bei dem das 
Gen, das fur das erfindungsgemaBe Polypeptid kodiert, ausgeschaltet worden ist („Knock- 
out") 



Die Abbildungen dienen der Erlauterung der Erfindung: 

Fig. 1 zeigt das Ergebnis einer Immunprazipitation des 8F4-Antigens aus aktivierten humanen 
T-Zellen. (a) Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE; 12% 
15 Polyacrylamidgel (PAA-Gel)) reduzierend, (b) SDS-PAGE (10% PAA-Gel) nicht 
reduzierend. Angegeben sind die Bedingungen zur Elution des Antigens von der 8F4-Matrix. 
"SDS" bedeutet Natriumdodecylsulfat; "DTT" bedeutet Dithiothreitol, "Mr" bedeutet 
Molekulargewicht und "kDa" bedeutet Kilodalton. 

20 Fig. 2a zeigt das Ergebnis einer DurchfluBzytometrie nach Induktion des 8F4- Antigens auf 
CD4'*^- T-Zellen. Die Aktivierungsdauer der T-Zellen ist in Klammern angegeben. "PMA" 
bedeutet Phorbolmyristatacetat; "PHA" bedeutet Phytohaemagglutinin; "OKT3" ist ein 
monoklonaler Antikorper gegen CD3; "MLR" bedeutet gemischte Lymphocytenreaktion 
(engl: mixed lymphocyte reaction)\ "mAK 9.3" ist ein monoklonaler Antikorper gegen CD28; 

25 "SEB" bedeutet Staphylokokken Enterotoxin B, 

Fig. 2b zeigt das Ergebnis einer Kinetik der Induktion des 8F4-Antigens auf CD4**"-T-Zellen 
nach Aktivierung mit PMA und lonomycin in einer DurchfluBzytometrie. Aufgetragen ist die 
Immunfluoreszenz (log) gegen die Zellzahl. 



Fig. 3 zeigt das Ergebnis einer DurchfluBzytometrie zur Identifikation von Molekiilen, welche 
an der Induktion von 8F4 in der "mixed lymphocyte reaction" beteiligt sind. "bio" bedeutet 
biotinylierter Antikorper. 



10 



30 
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Fig. 4 zeigt das Ergebnis einer histochemischen Untersuchung zur Lokalisation von 8F4- 
positiven Zellen in der Tonsille. 

Fig. 5 zeigt das Ergebnis einer Expressions-Analyse von 8F4 auf T- und B-Zelien aus 
5 humanen Tonsillen in einer DurchfluBzytometrie. "bioPE" bedeutet biotinylierter Antikorper 
und Streptavidin-Phycoerythrin Sekundarreagenz. 

Fig. 6 zeigt die Ko-Expression des 8F4-Molekuls mit anderen Aktivierungsmarkem (CD69, 
CD45) in einer DurchfluBzytometrie. 



Fig. 7 zeigt schematisch die verstarkte Expression von Aktivierungsmolekiilen auf T- 
Lymphozyten nach Ko-Stimulation durch 8F4. OfFene Kreise (O) stehen fur 8F4 Antikorper; 
Dreiecke (♦) stehen fiir unspezifischer Antikorper gleichen Isotyps; ausgefiillte Kreise (•) 
stehen fur anti-CD28-Antik6rper-9.3. 



Fig. 8 zeigt einen schematischen Vergleich der ko-stimulierenden Wirkung von 8F4 mit der 
ko-stimulierenden Wirkung von CD28. "mAk" bedeutet monoklonaler Antikorper; "AT AC" 
bedeutet "Activation induced T cell derived And Chemokine related"; "cpm" bedeutet 
radioaktive Zerfalle pro Minute. 



Fig. 9 zeigt schematisch die Verstarkung der Synthese der Antikorper vom IgM- und IgG-Typ 
durch die B-Zellen nach Ko-Stimulation von T-Zellen. "ng" bedeutet Nannogramm; "ml" 
bedeutet Milliliter; "mAk" bedeutet monoklonaler Antikorper. 

25 Fig. 10 zeigt schematisch die Verhinderung der aktivierungsinduzierten Apoptose peripherer 
T-Zellen nach Ko-Stimulation durch 8F4. 

Fig. 1 1 zeigt die Expression des 8F4- Antigens auf der MOLT-4V-Zellinie. MOLT-4V-Zellen 
Moirden mit einem Fluorescein-markierten 8F4-Antik6rper (8F4-FITC) gefarbt und in der 
30 DurchfluBzytometrie untersucht (offene Linie, im Vergleich zu einer Isotypkontrolle 
(ausgefiillte Linie)). 



10 



15 



20 



Fig, 12 zeigt die zweidimensionale Gelelektrophorese. Ein MOLT-4V Zell-Lysat aus 300x10^ 
Zellen wurde wie beschrieben immunprazipitiert. Das Eluat wurde auf einer nicht 
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reduzierenden SDS-PAGE (10% PAA) aufgetrennt und der Bereich um 60 kDa aus dem Gel 
herausgeschnitten. Zur Reduktion der Disulfidbrucken im 8F4-Molekul wurde das Gelstuck 
fur 1 h bei 50^C in 5,3 M Hamstoff, 0,5 M Tris, pH 8,0, 1% SDS, 1% B-Mercaptoethanol 
inkubiert und die freien Cysteinreste im Molekul mit 10 mM lodoacetamid (Sigma, 
5 Deisenhofen) alkyliert (30 min, 37X). Das Gelstuck wurde fiir weitere 30 min. in Ix SDS- 
PAGE Probenpuffer equilibriert und auf einem 12% PAA-SDS-Gel (mit Sammelgel) 
montiert. Nach elektrophoretischer Auftrennung wurde das Gel einer Silberfarbung 
unterzogen. Die Lage des 8F4-Proteins wurde durch Oberflacheniodinierung bestimmt (vgl. 
Fig. 1) und ist durch Umkreisung markiert. (Alle nicht im Detail beschriebenen Prozeduren 
10 wurden nach Standardmethoden durchgefuhrt, siehe z.B. Westermeier, R., Electrophoresis in 
Practice, VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim, 1997). 

Fig. 13 zeigt eine Hybridisierung mit Oligo 1 (SEQ ID N0:3). Auf Nitrocellulose-Filter 
immobilisierte Lamda-Klone wurden mit Oligo 1 wie in den Beispielen beschrieben 
15 hybridisiert. Dargestellt ist die Exposition auf einem Rontgenfilm (Ausschnitt). 

Fig. 14 zeigt eine Northern-Blot Analyse mit der 8F4-cDNA. Die Hybridisierung eines 
Northern-Blots mit der 8F4-cDNA ergibt eine Bande, die im Gel zwischen der 18S und 28S 
RNA lauft. In Fig. 14A ist das Verhalten als 2-Signal-abhangiges (s o.) Aktivierungsantigen 

20 gezeigt: Keine Expression in ruhenden lymphoiden Zellen (PBL), starke Expression in 
PMA+Ionomycin aktivierten CD4+ T-Zellen und deutlich verringerte Expression mit PMA 
bzw. lonomycin alleine. Fig. MB zeigt die Expressionsstarke der mRNA nach 
unterschiedlichen Stimulationszeiten (T-Zellen (iiber Nylonwolladharenz aufgereinigt, NTC), 
stimuHert mit PMA+Ionomycin). Daneben die MOLT-4-Zellinien (ATCC CRL-1582), die 

25 nur eine minimale Expression zeigt, ganz rechts die fiir die Klonierung verwendete MOLT- 
4V, die ein deutliches Signal zeigt. Aufgetragen ist auBerdem die RNA weiterer Zellinien, auf 
denen in der durchfluBzytometrischen Analyse keine 8F4-Expression nachweisbar war: CEM 
(ATCC CCL-119), HUT-102 (ATCC TIB-162), HUT-78 (ATCC TIB-161), Jurkat (ATCC 
TIB-152), DG75 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) 

30 ACC83), Karpas 299 (Fischer, P. et al. (1988), Blood, 72:234-240), DEL (Barbey, S. et al. 
(1990), Int. J. Cancer, 45:546-553) 



Fig. 15 zeigt die Aminosauresequenz des Polypeptids 8F4 (SEQ ID NO:2). 
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Die nachstehenden Beispiele erlautem die Erfindung und sind nicht einschrankend zu 
verstehen. 

5 

Beispiel 1 : Generierunp des 8F4-Antik6rpers 

Balb/c Mause wurden mit humanen T-Zellen immunisiert, welche vorher fur 24 h mit 33 
ng/ml des Phorbolesters Phorbolmyristatacetat (PMA), (Sigma, Deisenhofen), und mit 200 

10 ng/ml des Ca -lonophors lonomycin (Sigma, Deisenhofen) aktiviert worden sind 
(sogenannte "2-Signal-Aktivierung"). Nach dreimaligem Boostem wurden die Milzzellen der 
Mause mit dem Myelom P3X63Ag8.653 (ATCC Nr.CRL-1580) fiisioniert und Antikorper- 
sezernierende Hybridome nach Standardmethoden generiert; vgl. Peters und Baumgarten, 
Monoclonal Antibodies. Springer, Heidelberg, 1992. Das Durchmustem der erhaltenen 

15 Antikorper erfolgte auf aktivierten versus ruhenden T-Zellen in der DurchfluBzytometrie. 
Aktivierte ("2-Signal-Aktivierung") und ruhende T-Zellen wurden mit dem 
Hybridomuberstand inkubiert und anschlieBend mit einem floureszenzmarkierten 
Sekundarantikorper markiert; vgl. Shapiro, Practical Flow Cytometry. Wiley-Liss, New York, 
1995. Nur die Antikorper, welche Molekule erkannten, die ausschlieBlich durch PMA und das 

20 Ca^^-Ionophors lonomycin auf der T-Zell-Oberflache induziert wurden, jedoch nicht durch 
eines der Agenzien alleine ("2-Signal-Molekule") wurden fur eine weitere Reinigung 
ausgewahlt. Die erhaltenen Antikorper wurden in der DurchfluBzytometrie auf Ahnlichkeit 
bzw. Verschiedenheit zu bekannten Antikorpem gegen Aktivierungsmolekiile (vgl. Tabelle 1) 
auf T-Zellen untersucht. Kriterien waren hierbei neben der schon oben erwahnten "2 Signal- 

25 Abhangigkeit" die Kinetik der Induktion auf stimulierten T-Zellen und die Expression auf 
verschiedenen Zelllinien. 

Beispiel 2: Immunprazipitation des 8F4- Antigens 

30 Oberflachenmolekule von aktivierten humanen T-Zellen wurden mit ^^^I nach 
Standardmethoden iodiniert und mit dem Antikorper 8F4 nach Standardmethoden 
immunprazipitiert; vgl. Goding, Monoclonal Antibodies: Principle and Practice. Academic 
Press, London, 1996. Fur die Immunprazipitation wurde der Antikorper nach Schneider et al.. 
Journal of Biological Chemistry 257 (1982), 10766-10769, an Protein G (Pharmacia, 

35 Freiburg) gekoppelt (8F4-Matrix). Das Waschen der Matrix erfolgte nach Schneider et al.. 
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siehe vorstehend. Das immunprazipitierte 8F4-Molekul wurde auf ubiiche Weise in der SDS- 
PAGE (nicht reduziert und reduziert) auf seine molekulare Masse analysiert; Coding, siehe 
vorstehend. 



5 Beispiel 3: DurchfluBzvtometrie 



Die Analyse der 8F4-tragenden T-Zellen in der DurchfluBzytometrie erfolgte nach 
Standardmethoden; vgl. Shapiro, Praaical Flow Cytometry. Wiley-Liss, New York, 1995. 

10 Ausfiihrungsbeispiel 3.1 : DurchfluBzytometrie nach Induktion des 8F4- Antigens auf CD4''-T- 
Zellen. 

CD4^-T-Zellen aus dem peripheren Blut wurden mit verschiedenen Agenzien in ublicher 
Weise stimuliert und auf Expression des 8F4-Molekuls in der DurchfluBzytometrie nach 

15 ublichem Verfahren untersucht. Die Aktivierungsdauer der T-Zellen betrug mit den 
verschiedenen Agenzien zwischen 24 Stunden und 144 Stunden. Aktivierungsmodi: 
Phorbolmyristatacetat (PMA; 33 ng/ml), lonomycin {200ng/ml), Phytohaemagglutinin (PHA 
1,5 mg/ml), OKT3 (monoklonaler Antikorper gegen CD3), gemischte Lymphocytenreaktion 
(MLR, "mixed lymphocyte reaction" zwichen 50 000 CD4'^-T-Zellen und 100 000 B-Zellen), 

20 mAk 9.3 (monoklonaler Antikorper gegen CD28), Staphylokokken Enterotoxin B (SEB, 0,1 
ng/ml). Die Auswertung ergab, daB verschiedene Stimuli geeignet sind, das 8F4.MoIekul auf 
T-Zellen zu induzieren, jedoch in unterschiedlicher Expressionsdichte. Am potentesten sind 
neben den stark wirksamen pharmakologischen Agenzien PMA und lonomycin solche 
Stimuli, die eine ko-stimulatorische Situation darstellen, wie z.B. akzessorische Zellen in der 

25 MLR Oder der ko-stimulierende mAk 9.3 . 



Ausfiihrungsbeispiel 3.2: Kinetik der Induktion des 8F4- Antigens auf CD4^-T-Zellen nach 
Aktivierung mit PMA und lonomycin. 

30 CD4^-T-Zellen aus dem peripheren Blut v^rden mit PMA (33 ng/ml) und lonomycin (200 
ng/ml) in ublicher Weise stimuliert und nach 0, 4, 8, 12, 24 und 48 Stunden auf die 
Expression des 8F4-Molekuls in der DurchfluBzytometrie in ublicher Weise untersucht. Das 
Molekul ist bereits nach vier Stunden auf der Oberflache detektierbar, gehort also zur Klasse 
der relativ fhihen Aktivierungsantigene. Auch nach 48 Stunden wird das Antigen noch gut 



wo 99/15553 



PCT/DE98/02896 



14 

exprimiert. 

Ausfuhningsbeispiel 3.3: DurchfluBzytometrie zur Identifikation von Molekulen, welche an 
der Induktion von 8F4 in der "mixed lymphocyte reaction" beteiligt sind. 

5 

50 000 CD4^-T-Zellen aus dem peripheren Blut wurden mit 100 000 allogenen tonsillaren B- 
Zellen fur 6 Tage ko-kultiviert (37X, 5,2% COj, 200 \i\ RPMI 1640 mit 10% FCS in 96- 
Well-Rundbodenplatten) und danach auf die Expression des 8F4-Molekuls in der 
DurchfluBzytometrie untersucht. Zu Beginn der Kultivierung wurden verschiedene Antikorper 
10 (anti-CD80, anti-CD86, anti-MHCH; alle 10 mg/ml) der Kultur hinzugefugt, urn die 
Abhangigkeit der 8F4-Induktion von diesen Molekulen zu uberprufen. Die Expression von 
8F4 laBt sich nur durch Blockade der CD86/CD28-Interaktion blockieren, nicht jedoch durch 
Blockade von CD80. Der Blockade-Effekt ist hierbei noch starker als die Blockade von 
MHCII (Positivkontrolle). 

15 

Ausfuhningsbeispiel 3,4: Expression von 8F4 auf T- und B-Zellen aus humanen Tonsillen. 
B-Zellen bzw. T-Zellen aus tonsillarem Gewebe von verschiedenen Quellen wurden auf 
ubliche Weise gereinigt und in der DurchfluBzytometrie auf die Expression des 8F4-Molekuls 
untersucht. Wahrend auf B-Zellen das Signal nicht eindeutig signifikant war, exprimierten 
20 etwa 50-80% der tonsillaren T-Zellen das 8F4-Molekul in unterschiedlicher Dichte. Es lassen 
sich hierbei zwei Populationen unterschiedlich hoher Fluoreszenz (8F4-"high" bzw. -"low") 
erkennen, deren Auspragung bei den verschiedenen Tonsillen unterschiedlich ist. So weist 
z.B. Tonsillen eine ausgepragte 8F4-"low"- und andere Tonsillen eine auspepragte 8F4- 
"high"-Population auf 

25 

Ausfuhningsbeispiel 3.5: Ko-Expression des 8F4-Molekuls mit anderen 
Aktivierungsmarkern. 

Aus humanen Tonsillen gereinigte T-Zellen wurden in der 2-Farben-DurchfluBzytometrie auf 
die Ko-Expression des 8F4-Molekuls mit anderen Aktivierungsmarkern analysiert. In 
30 Tonsillen wird 8F4 ko-exprimiert mit CD69 wie auch mit Varianten des CD45-Molekuls. 
Hierbei sind die 8F4-"high"-Zellen eindeutig mit einer CD45RO-Expression korreliert, 
wahrend die 8F4-negativen Zellen den Phanotyp CD45RA tragen. CD45RA wird 
hauptsachlich von sogenannten "naiven" T-Zellen exprimiert, wohingegen CD45RO mit einer 
Effektorzellfunktion assoziiert ist. Es handelt sich also bei den 8F4^-Zellen hauptsachlich um 
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"reife" T-Zellen. CD45RO und CD45RA sind Isoformen von CD45. 

Beispiel 4: Lokalisation von 8F4-positiven Zellen in der Tonsille. 

5 Tonsillares Gewebe in Gefrierschnitten wurde mit dem 8F4-Antik6rper in der APAAP- 
Technik (alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase) nach Standardverfahren 
angefarbt. 8F4^-Zellen wurden vorzugsweise im Keimzentrum der Tonsillen vorgefunden, 
aber z. T, auch in der T-Zell-Zone der Tonsillen. 

10 Beispiel 5: Ko-Stimulation von T-Lvmphozvten 

96-WeIl-Platten wurden mit einem Ziegen-anti-Maus-Ig-Antikorper beschichtet (20 jig/ml), 
gewaschen, und mit dem anti-CD3 monoklonalen Antikorper OKT3 (verschiedene 
Verdunnungen eines Aszites) und dem erfmdungsgemaBen 8F4-Antikorper (2 ^ig/ml) 
15 beladen. Als Isotypkontrolle wurden der OKMl Antikorper oder der 2A1 1 Antikorper (beide 
2 |ig/ml) verwendet. 

Ausfiihrungsbeispiel 5,1: Verstarkte Expression von Aktivierungsmolekulen auf T- 
Lymphozyten nach Ko-Stimulation durch 8F4. 



Gereinigte CD4^-T-Zellen aus dem peripheren Blut wurden mit verschiedenen 
Konzentrationen des monoklonalen Antikbrpers OKT3 aktiviert und gleichzeitig mit dem 
8F4-Antik6rper oder einem unspezifischen Antikorper gleichen Isotyps ko-stimuliert. Als 
Vergleich wurde die Kostimulation mit dem anti-CD28-Antik6rper-9.3, einem der starksten 

25 bekannten ko-stimulatorischen Antikorper, durchgefuhrt. Selbst bei optimaler Stimulation 
uber CD3 ist sowohl mit dem mAk 8F4 als auch mit mAk 9.3 noch ein Ko-stimulatorischer 
Effekt zu sehen. Im suboptimalen OKT3-Bereich, d.h. dem Bereich, in dem ohne Ko- 
stimulation keine voile T-Zellaktivierung mehr erzielt werden kann, konnen beide Antikorper 
die Expression anderer Aktivierungsantigene um den Faktor 4 bis 100 steigern, wobei die 

30 Wirkung des anti-CD28-Antik6rpers auch noch bei sehr hohen OKT3 -Verdunnungen sichtbar 
wird. Dies ist darauf zuruckzufuhren, daB bei sehr schwacher OKT3-Stimulation das 8F4- 
Antigen nicht mehr auf die Zelloberflache gebracht und somit auch nicht vom mAk 8F4 
kreuzvemetzt werden kann. 



20 



wo 99/1 5553 PCT/DE98/02896 

16 

Ausfuhrungsbeispiel 5.2: Vergleich der ko-stimulierenden Wirkung von 8F4 mit der ko- 
stimulierenden Wirkung von CD28. 

Gereinigte CD8^-T-ZeIIen wurden fur 51 h mit einer suboptimalen Konzentration des 
5 monoklonalen Antikorpers OKT3 stimuliert. AIs Ko-Stimulatoren wurden Antikorper 8F4, 
Antikorper 9.3 (anti-CD28) und Isotypkontrollen eingesetzt Qeweils 2 jig/ml). Nach Ablauf 
der Stimulationsdauer wurde die Proliferationsrate der T-Zellen durch ^H-Thymidin-Einbau 
bestimmt. In Parallelkulturen wurde der Uberstand entfemt und die Konzentration der 
Zytokine ATAC/Lymphotactin und IL-2 bestimmt. Bezuglich der IL-2-Synthese 
10 unterscheiden sich 8F4 und CD28 sehr stark voneinander. CD28-Ko-Stimulation fiihrt, wie 
auch im Stand der Technik beschrieben (Chambers und Allison, Current Opinion in 
Immunology 9 (1997), 396-404), zu einer sehr starken IL-2 Sekretion. Mit 8F4 hingegen liegt 
die IL-2 Produktion unterhalb der Nachweisgrenze. Die Proliferation ist jedoch in beiden 
Ansatzen vergleichbar, das autokrine Wachstum der T-Zellen muB also bei 8F4-Ko- 
15 Stimulation auf andere Faktoren zuruckgefiihrt werden. Auch in be^g auf die Sekretion des 
Lymphokins ATAC unterscheiden sich die beiden Antikorper in der ko-stimulatorischen 
Wirkung kaum. 



Beispiel 6: Bestimmung der von B-Zellen svnthetisierten Immunglobuline nach Interaktion 
20 mit 8F4-ko-stimulierten T-Zellen 



96-Well-Platten wurden mit einem Ziegen-anti-Maus-Ig-Antikorper beschichtet (20 ^ig/ml), 
gewaschen, und mit dem anti-CD3 monoklonalen Antikorper OKT 3 (1:500 bis 1:80 000 
Aszites) und dem erfmdungsgemaBen 8F4- Antikorper (2 |ig/ml) beladen. AIs Isotypkontrolle 

25 wurde der OKMl -Antikorper oder der 2A1 1 -Antikorper verwendet. In einigen Experimenten 
wurde zum Vergleich eine Ko-Stimulation mit einem CD28-spezifischen Antikorper ("9.3") 
durchgefuhrt; vgl. Hara et al.. Journal of Experimental Medicine 161 (1985), 1513-1524. In 
die so vorbehandelten Kulturplatten wurden pro well 50 000 gereinigte (Magnetobeads, 
Dynal, Hamburg) CD4"'-T-Zellen (>95% Reinheit) aus dem peripheren Blut und 25 000 

30 allogene tonsillare B-Zellen (negativ-Selektion durch T-Zell-Rosettierung mit 
Schafserythrocyten, 96% Reinheit) pipettiert und fiir 8 Tage ko-kultiviert. Nach dieser 
Zeitdauer wurde der Uberstand entnommen und auf die Konzentration sezernierter 
Immunglobuline vom IgM- und IgG-Typ im ELISA auf ubliche Weise analysiert; vgl. 
Nishioka and Lipsky, Journal of Immunology 153 (1994), 1027-1036. 
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Ausfuhrungsbeispiel 6.1: Verstarkung der Synthese der Antikorper vom IgM- und IgG-Typ 
durch die B-Zellen nach Ko-Stimulation von T-Zellen. 

Gereinigte CD4^-T-Zellen aus dem peripheren Blut wurden fur 8 Tage mit allogenen B- 
5 Zellen aus Tonsillen in ublicher Weise ko-kultiviert. Bei einer suboptimalen Stimulation der 
T-Zellen mit dem OKT3-Antik6rper verstarkt die Ko-Stimulation der T-Zellen durch 8F4 die 
Sekretion der IgM- und IgG-Immunglobuline um den Faktor 40, 

Beispiel 7: Verhinderung der aktivierungsinduzierten Apoptose peripherer T-Zellen nach Ko- 
10 Stimulation durch 8F4. 

Periphere T-Zellen (iiber Nylonwolladharenz in ublicher Weise aufgereinigt) wurden fiir 20 h 
mit PHA (L5 mg/ml) stimuliert und uber 6 Tage mit IL-2 kultiviert. AnschlieBend wurden die 
Zellen durch OKT3 mit und ohne Ko-Stimuiation durch mAk 8F4 (2 ng/ml) restimuliert. Die 
15 Apoptose wurde durch Anfarbung der DNA mit Propidiumiodid in der DurchfluBzytometrie 
(FACS) bestimmt. Bei suboptimaler Stimulation uber den T-Zellrezeptor-Komplex kann Ko- 
Stimuiation iiber 8F4 den Anteil apoptotischer Zellen um den Faktor 4 senken. 

Beispiel 8: Klonierung der fur das 8F4-Protein kodierenden cDNA 



Durch Farbung mit einem FluoreszenzfarbstofF-gekoppelten 8F4 Antikorper wurde in der 
DurchfluBzytometrie eine Zellinie (MOLT-4V) identifiziert, die das 8F4-Antigen konstitutiv 
exprimiert (Fig. 11). Bei der Linie MOLT-4V handelt es sich um eine Variante der humanen 
T-Zellinie MOLT-4 (American Type Culture Collection (ATCC) CRL-1582). 



Diese Zellinie wurde fur die praparative Aufreinigung des 8F4-Ant5gens mit Hilfe des 
monoklonalen Antikorpers verwendet: 

Die Zellen wurden im groBen MaBstab (150 1) in Rollerkulturflaschen kultiviert, 
abzentrifugiert und die zellularen Proteine mit einem Lysepuffer (50 mM Tris, pH 8,0, 150 
30 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF (Sigma, Deisenhofen), 1% NP-40 (Boehringer, 
Mannheim)) extrahiert. Zellkeme und andere unlosliche Bestandteile wurden durch 
Ultrazentrifugation entfemt. Das so gewonnene Zell-Lysat wurde fiir 2 h mit Sepharose CL4- 
B (Pharmacia, Freiburg) prainkubiert, um unspezifisch an Sepharose bindende Proteine zu 
entfernen, AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit der bereits in Beispiel 2 beschriebenen 



20 



25 
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8F4-Immunaffinitatsmatrix (4 h bei 4X). Die Matrix Avurde in eine Saule gefuUt und nun 
mehrfach unter Bedingungen gewaschen, die eine ausschlieBliche Entfemung von 
unspezifisch bindenden Proteinen bedingt (1. 50 mM Tris, pH 8,0, 300 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 1 mM PMSF, 0,5% NP-40; 2, 50 mM Tris, pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 
5 mM PMSF, 0,5% NP-40, 0,1% SDS; 3. 0,2 M Glycin pH 4,0, 0,5% CHAPS (Merck, 
Darmstadt)). Die Elution des 8F4- Antigens von der Matrix erfolgte mit 0,2 M Glycin, pH 2,5, 

0. 5% CHAPS. Das Eiuat wurde durch Ultrafiltration eingeengt (Ami con Centricon 10, 
Millipore, Eschbom). 

10 Um eine weitere Aufreinigung des 8F4 Molekuls zu erzielen, wurde die dimere Struktur des 
Molekuls (siehe Fig. 1) in einer zweidimensionalen Gelelektrophorese (nicht 
reduzierend/reduzierend) ausgenutzt: Da die meisten Proteine als Monomer vorkommen, 
laufen sie in der Gelelektrophorese auf einer Diagonal e, das 8F4-Molekul dagegen lauft in der 

1. Dimension (nicht reduzierend) bei 55-60 kDa und in der 2. Dimension (reduzierend) bei 27 
15 und 29 kDa (Fig. 12). 

Fur die praparative Auftrennung wurden die Immunpraztpitate von jeweils 20x10^ Zellen wie 
vorstehend bei der Beschreibung der Fig. 12 dargestellt in der Zweidimensionalen 
Gelelektrophorese aufgetrennt, das Gel mit Coomassie Blau G250 (Biorad, Munchen) gefarbt 
20 und die in Fig. 12 bezeichneten Areale aus dem Gel getrennt ausgeschnitten (8F4-27kDa 
bzw. 8F4-29 kDa). 

Fur die Peptidmikrosequenzierung wurden die Proteine aus jeweils 4 Gelstucken mit Trypsin 
verdaut und aus dem Gel eluiert. Die tryptischen Fragmente wurden uber HPLC aufgetrennt 
25 und einzelne Fraktionen einer Edman-Degradation unterzogen (Verfahren ausfiihrlich 
beschrieben in Groettrup, M. et al. (1996), Eur. J. Immunol., 26:863-869), 
Aus der Sequenzierung der 8F4-29kDa Probe wurde neben Bruchstucken bekannter Proteine 
eine Peptidsequenz XRLTDVT gefiinden, fiir die in samtlichen Proteindatenbanken kein 
Korrelat im humanen Bereich gefiinden wurde. 



Eine eindeutige Ruckubersetzung einer Proteinsequenz in eine DNA-Sequenz ist nicht 
moglich. So ergibt die Ruckubersetzung der obigen Peptidsequenz in ein Oligonucleotid mit 
17 Nucleotiden eine Zahl von 2048 Permutationen. Ein spezielles Verfahren (Wozney, J.M. 
(1990), Methods Enzymol. 182:738-751) ermoglicht jedoch das Screening einer cDNA Bank 
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mit degenierten Oligonucleotiden. Auf Basis der gefiindenen Peptidsequenz wurden 2 
Oligonucleotide (Oligo 1 (SEQ ID NO:3): MGN CTS ACN GAY GTN AC, 512 
Permutationen; Oligo 2 (SEQ ID NO:4): MGN YTD ACN GAY GTN AC, 1024 
Permutationen) synthetisiert. 



Fur das Screening wurde eine cDNA Bank aus der auch fiir die Proteinaufreinigung 
verwendeten MOLT-4V Zellinie konstruiert: 

Gesamt-RNA wurde nach der Guanidinium/CsCI-Methode (Chirgwin, J.M. et al (1979), 
Biochemistry 18:5294-5299) isoliert, mRNA uber OHgo-dT-Cellulose-Saulen (Gibco BRL, 
10 Eggenstein) angereichert. Die Erst- und Zweit-Strang cDNA Synthese wurde unter 
Verwendung eines kommerziellen cDNA-Synthesesystems (Gibco BRL, Eggenstein) unter 
Verwendung von Oligo-dT-Primern nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Die cDNA 
wurde wurde uber EcoRI-Adaptoren in den Lambda ZAPII Vektor (Stratagene, Heidelberg) 
ligiert. 



Die cDNA-Bank wurde gemaB Standardmethoden (Vogeli, G. and Kaytes, P.S. (1987), 
Methods Enzymol., 152:407-515) plattiert und die Lamda-DNA auf Nitrocellulose-Filtem 
(Optitran BA-S 85, Schleicher & Schuell, Dassel) immobilisiert. 

Die oben genannten Oligonucleotide wurden unter Verwendung von T4 Polynucleotidkinase 
20 (NEBL, Schwalbach) und y-^^P ATP (NEN Du Pont, Brussel) radioaktiv markiert (Wallace, 
R.B. and Miyada, C.G, (1987), Methods Enzymol., 152:432-442). 

Die Hybridisierung der Filter erfolgte in einem fur degenerierte Oligonucleotide 
beschriebenen Puffer (Wozney, J.M. (1990), Methods Enzymol. 182:738-751) mit 3 M 
25 Tetramethylammoniumchlorid (Roth, Karlsruhe) bei 48''C. Die Filter wurden, wie in der o.g. 
Referenz beschrieben, gewaschen, wobei die Waschtemperatur 50°C betrug. Nach Exposition 
der Filter auf einem Rontgenfilm zeigten sich ca. 50 positive Klone pro 100 000 plattierter 
Phagen(Fig. 13). 

30 6 Klone wurden weiter charakterisiert, indem sie nach der vom Herstellers des Vektors 
(Stratagene, Heidelberg) beschriebenen Methode durch in vivo Excision in einen 
Plasmidvektor uberfuhrt wurden und mit T3 und T7 Primern ansequenziert wurden (BigDye 
Terminator Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, Foster City, USA). Einer der Klone 
enthielt eine Sequenz, deren Translation genau die gesuchte Peptidsequenz ergab. Dieser Klon 
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wurde zur Hybridisierung eines Northern Blots (Fig. 14) verwendet (Kroczek, R.A. (1993), J. 
Chromatogr., 618, 133-145). Das Expressionsmuster der mRNA entsprach genau der 
Expression des 8F4-Molekuls, wie es aus durchfluBzytometrischen Untersuchungen mit dem 
monoklonaien Antikorper bekannt war. Da der gefundene Klon nur das 3 -Ende der gesuchten 
cDNA enthielt, wurde ein 5'-gelegenes Fragment zur Isolierung der gesamten 8F4 cDNA 
verwendet. Mehrere Klone wurden auf beiden Strangen sequenziert. 



Die 8F4 cDNA (2641 Nucleotide) ist in Fig. 16 und im Sequenzprotokoll unter SEQ ID NO:l 
dargestellt und codiert fur ein Protein mit 199 Aminosauren (Nucleotide 68-664), dargestellt 
in Fig. 15 und im Sequenzprotokoll unter SEQ ID NO:2. Die Sequenzierung mehrerer 
unabhangiger Klone aus der cDNA-Bank ergab einige Abweichungen von der hier gezeigten 
Sequenz, die jedoch alle in der 3 '-untranslatierten Region liegen: 
Pos. 909-910: Deletion 
Pos. 1631: T.>C 
Pos. 2074: G->T 
Pos. 2440: G->C 

Pos. 2633: alternative Polyadenylierungsstelle 
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Tab.l: 

Tabelle 1 gibt eine Ubersicht uber die verwendeten Antikorper (Klon), deren Herkunftsquelie 
5 (Quelle), die Spezifitat gegen ihr jeweiliges Antigen (Spezifitat) und gegebenenfalls ihre 
Markierung (Label) wider. 



SpezifitSt 


Label 


Isotyp 


Klon 


Quelle 


CD3 


Cy-Chrome 


IgGl 


UCHTl 


Pharmingen, Hamburg 


CD3 




IgG2a 


OKT3 


ATCC CRL-8001 


CDllb 




IgG2b 


OKMl 


ATCC CRL-8026 


CD25 


FITC 


IgG2a 


B 1.49.9 


Immunotech, Hamburg 


CD28 




IgG2a 


9.3 


Immunex Corp., Seattle 


CD45RA 


Cy-Chrome 


IgG2b 


HIlOO 


Pharmingen, Hamburg 






igvjza 




Immunotech, Hamburg 


CD69 


FITC 


IgGi 


FN50 


Pharmingen, Hamburg 


CD80 




IgGl 


L307.4 


Becton Dickinson, Heidelberg 


CD86 




IgG2b 


IT2.2 


Pharmingen, Hamburg 


CD154 


FITC 


IgGl 


TRAP-1 


Hybridom^ 


MHCII 




IgG2a 


L243 


ATCC HB-55 


8F4 




IgGl 


8F4 


Hybridom^ 


8F4 


Biotin 


IgGl 


8F4 


Hybridom' 


Isotyp IgGl 




IgGl 


2A11 


Hybridom*'^ 


Isotyp IgGl 


FITC 


IgGl 


2A11 


Hybridom*'^ 


Isotyp IgGl 


Biotin 


IgGl 


ASA-1 


Hybridom^ 



Die Hybridomzellinie wurde auf ubiiche Weise generiert, der Antikdrper aufgereinigt und gegebenenfalls 
10 markiert. 

2 

gerichtet gegen ein syntlietisches Peptid 

Die in den Beispielen verwendeten Antiseren und Sekundarreagenzien warden bezogen von: 
Ziege-anti-Maus-Ig, FITC-konjugiert, von Jackson Immune Research Lab., USA; 
15 Streptavidin, PE-konjugiert, von Jackson Immuno Research Lab., USA; Kaninchen-anti- 
Maus-Ig-Fraktion, von Sigma, Deisenhofen. 
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SEQUENZPROTOKOLL 
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(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

5 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Bundesrepublik Deutschland, letztvertreten 

durch 

den Direktor des Robert-Koch-Instituts 
10 (B) STR7VSSE: Nordufer 20 

(C) ORT: Berlin 

(D) BUNDESLAND: Berlin 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 13353 

15 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Ko-stimulierendes Polypeptid von T- 
Zellen^ monoklonale Antikorper sowie die Herstellung und deren Verwendung 

20 (iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 4 

(iv) COMPUTER- LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAEGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 
25 (C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



30 



(v) DATEN DER JETZIGER ANMELDUNG: 
ANMELDENUMMER : 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 



( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) IANGE: 2641 Basenpaare 
35 (B) ART: Nucleotide 

(C) STRANGFORM: Doppel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 

40 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
CGAGAGCCTG AATTCACTGT CAGCTTTGAA CACTGAACGC GAGGACTGTT AACTGTTTCT 60 
45 GGCAAACATG AAGTCAGGCC TCTGGTATTT CTTTCTCTTC TGCTTGCGCA TTAAAGTTTT 120 
AACAGGAGAA ATCAATGGTT CTGCCAATTA TGAGATGTTT ATATTTCACA ACGGAGGTGT 180 
ACAAATTTTA TGCAAATATC CTGACATTGT CCAGCAATTT AAAATGCAGT TGCTGAAAGG 240 

50 

GGGGCAAATA CTCTGCGATC TCACTAAGAC AAAAGGAAGT GG7WVCACAG TGTCCATTAA 300 
GAGTCTGAAA TTCTGCCATT CTCAGTTATC CAACAACAGT GTCTCTTTTT TTCTATACAA 360 
55 CTTGGACCAT TCTCATGCCA ACTATTACTT CTGCAACCTA TCAATTTTTG ATCCTCCTCC 420 
TTTTAAAGTA ACTCTTACAG GAGGATATTT GCATATTTAT GAATCACAAC TTTGTTGCCA 480 
GCTGAAGTTC TGGTTACCCA TAGGATGTGC AGCCTTTGTT GTAGTCTGCA TTTTGGGATG 540 
CATACTTATT TGTTGGCTTA CAAAAAAGAA GTATTCATCC AGTGTGCACG ACCCTAACGG 600 



60 
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TGAATACATG TTCATGAGAG CAGTGAACAC 
CCTATAATAT GGAACTCTGG CACCCAGGCA 
5 GAAGTGCAAG ATTCTCTTAT TTCCGGGACC 
TCTGCTGGTG TTTTGTTCAA TCTGGAAGAA 
GACTGCCTTG GTACTGCCGA GTCCTCTCAA 

10 

GAAAGCCCAG CTCCTGTGTG CTCACTGGGA 
GCAGTGCATC AGCCAGTAAA ACAAACACAT 
15 GGTACTGAAT CTGCAAAGCA AATGAGCAGC 
TCATACTACC TCTTCTTTCT GTAGGGATGA 
GCTTCAAAGC TGGAGCTATT TTATTTCTGA 

20 

ACTCAGTACT CTCCTTCAAT TGCTGAACCC 
CTTTCTTGTG CCCTCAATTT TCTTTTTAAA 
25 ACAGCCACTC TCAATAGAGA GCTATGTCTT 
ATATATCTAT GCATACATAT ATACACACAT 
GCCTATATTC TCCCTACAAG AATATTTTTG 

30 

CAGTTAAAAT GGTTTACTTT GTTCAAGTTA 
CAAATTTATT TTATTATCCT ATTTTCTACC 
35 ACAAGTTTAG TTCTTTTTGT AGATCATATT 
CCAGCATTCT CATGGGGTAG AGCAGAATAT 
GGTTGCTGTC AGACTATACC CATGGTGCCT 

40 

CAGCCTGGAG CAGCCCTCCA GACCTGGGTG 
CAGAGGCCAC TAGGTATTCT TGCTCCCAGA 
45 CTACCTGCAT TCATAATTCC AGGATCTGTG 
CTCTCATAAA AACCACACAG CCTGGATSlATT 
GAATATGATT TGGCTAGAAA GATTCTTAAA 

50 

TATTTTCTCT ACTTCCTGTC TGCATGCCCA 
CAACATTTGT AACTTTAGGT AAACTGGGAT 
55 TGCTTATAGT TTACAAGTGA GACCCGATAT 
ATGTGTAATG CTGGATGTGT ACAGTACAGT 
GTTCTGTTTT CAGCTGACTT GGACAACCTG 

60 

TTTGCAGGTT TCTGTGTGTG GGGTGGGGTA 
TGGCCTGGTT GTCCAAGCTG TGCCTCGACA 
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AGCCAAAAAA TCTAGACTCA CAGATGTGAC 660 

TGAAGCACGT TGGCCAGTTT TCCTCAACTT 720 

ACGGAGAGTC TGACTTAACT ACATACATCT 780 

TGACTGTATC AGTCAATGGG GATTTTAACA 84 0 

AACAAACACC CTCTTGCAAC CAGCTTTGGA 900 

GTGGAATCCC TGTCTCCACA TCTGCTCCTA 960 

TTACAAGAAA AATGTTTTAA AGATGCCAGG 1020 

CAAGGACCAG CATCTGTCCG CATTTCACTA 1080 

GAATTCCTCT TTTAATCAGT CAAGGGAGAT 1140 

GATGTTGATG TGAACTGTAC ATTAGTACAT 1200 

CAGTTGACCA TTTTACCAAG ACTTTAGATG 12 60 

AATACTTCTA CATGACTGCT TGACAGCCCA 1320 

ACATTCTTTC CTCTGCTGCT CAATAGTTTT 1380 

ATGTATATAA AATTCATAAT GAATATATTT 14 4 0 

CTCCAGAAAG ACATGTTCTT TTCTCAAATT 1500 

GTGGTAGGAA ACATTGCCCG GAATTGAAAG 1560 

ATTATCTATG TTTTCATGGT GCTATTAATT 1620 

AAAATTGCAA ACAAAATCAT CTTTAATGGG 1680 

TCATTTAGCC TGAAAGCTGC AGTTACTATA 1740 

CTGGGCTTGA CAGGTCAAAA TGGTCCCCAT 1800 

GAATTCCAGG GTTGAGAGAC TCCCCTGAGC 18 60 

GGCTGAAGTC ACCCTGGGAA TCACAGTGGT 1920 

AAGAGCACAT ATGTGTCAGG GCACAATTCC 1980 

GGCCCTGGCC CTTCAAGATA GCCTTCTTTA 204 0 

TATGTGGAAT ATGATTATTC TTAGCTGGAA 2100 

AGGCTTCTGA AGCAGCCAAT GTCGATGCAA 2160 

TATGTTGTAG TTTAACATTT TGTAACTGTG 2220 

GTCATTATGC ATACTTATAT TATCTTAAGC 22 80 

ACTGAACTTG TAATTTGAAT CTAGTATGGT 234 0 

ACTGGCTTTG CACAGGTGTT CCCTGAGTTG 24 00 

TGGGGAGGAG AACCTTCATG GTGGCCCACC 2460 

CATCCTCATC CCCAGCATGG GACACCTCAA 2520 
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GATGAATAAT AATTCACAAA ATTTCTGTGA AATCAAATCC AGTTTTAAGA GGAGCCACTT 2580 

ATCAAAGAGA TTTTAACAGT AGTAAGAAGG CAAAGAATAA ACATTTGATA TTCAGCAACT 2640 

5 

G 2641 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

10 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 199 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

15 (ii) ART DES MOLEKUELS : Protein 



20 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Lys Ser Gly Leu Trp Tyr Phe Phe Leu Phe Cys Leu Arg lie Lys 
15 10 15 

25 Val Leu Thr Gly Glu lie Asn Gly Ser Ala Asn Tyr Glu Met Phe lie 

20 25 30 

Phe His Asn Gly Gly Val Gin lie Leu Cys Lys Tyr Pro Asp lie Val 
35 40 45 

Gin Gin Phe Lys Met Gin Leu Leu Lys Gly Gly Gin lie Leu Cys Asp 
50 55 60 

Leu Thr Lys Thr Lys Gly Ser Gly Asn Thr Val Ser lie Lys Ser Leu 
35 65 70 75 80 

Lys Phe Cys His Ser Gin Leu Ser Asn Asn Ser Val Ser Phe Phe Leu 
85 90 95 



30 



45 



40 Tyr Asn Leu Asp His Ser His Ala Asn Tyr Tyr Phe Cys Asn Leu Ser 

100 105 110 

lie Phe Asp Pro Pro Pro Phe Lys Val Thr Leu Thr Gly Gly Tyr Leu 
115 120 125 

His lie Tyr Glu Ser Gin Leu Cys Cys Gin Leu Lys Phe Trp Leu Pro 
130 135 140 

lie Gly Cys Ala Ala Phe Val Val Val Cys lie Leu Gly Cys lie Leu 
50 145 150 155 160 

lie Cys Trp Leu Thr Lys Lys Lys Tyr Ser Ser Ser Val His Asp Pro 
165 170 175 



55 



60 



Asn Gly Glu Tyr Met Phe Met Arg Ala Val Asn Thr Ala Lys Lys Ser 
180 185 190 

Arg Leu Thr Asp Val Thr Leu 
195 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 
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( i ) SEQUENZKENN2EICHEN : 

(A) LANGE: 17 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotide 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
5 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS : DNA 
S (iii) HYPOTHETISCH: Ja 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

10 (xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

MGNCTSACNG AYGTNAC 17 



15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

( i ) SEQUEN2KENNZEICHEN : 

(A) IANGE: 17 Basenpaare 
20 (B) ART: Nucleotide 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: Ja 
25 (iv) ANTISENSE: NEIN 



30 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
MGNYTDACNG AYGTNAC 17 



35 
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Patentanspriiche 



1 . Ein Polypeptid 

a) mit der biologischen Aktivitat der Ko-Stimulation von T-Zellen, 

b) das auf aktivierten CD4^- und CD8^-T-Lymphozyten, aber nicht auf ruhenden oder 
aktivierten B-Zellen, Granulozyten, Monozyten, NK-Zellen oder dendritischen Zellen 
vorkommt, und 

c) das ein Dimer ist, wobei das Polypeptid ein Molekulargewicht von etwa 55 bis 60 kDa 
hat, bestimmt in einer nicht reduzierenden SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese, und wobei 
die zwei Polypeptidketten des Polypeptids ein Molekulargewicht von etwa 27 kDa und etwa 
29 kDa haben, gemessen in einer reduzierenden SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese. 

2. Ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat der Ko-Stimulation von T-Zellen und 
mit einer Aminosauresequenz, die mindestens 40% Homologie mit der 199 Aminosaure 
umfassenden Sequenz in Fig. 15 (SEQ ID NO;2) aufweist, oder ein biologisch aktives 
Fragment oder ein Analogon davon. 

3. Das Polypeptid mit der biologischen Aktivitat der Ko-Stimulation von T-Zellen gemaB 
Anspruch 2 und umfassend die Aminosauresequenz gemaB Fig. 15 (SEQ ID NO:2), oder ein 
biologisch aktives Fragment oder ein Analogon davon. 

4. Eine DNA-Sequenz, die ein Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 3 oder ein 
Fragment hiervon kodiert. 

5. DNA-Sequenz kodierend ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat der Ko- 
Stimulation von T-Zellen, wobei die Sequenz ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus: 

a) der DNA-Sequenz gemaB SEQ ID NO: 1 (Fig. 16) und ihren komplementaren Strang 

b) DNA-Sequenz, hybridisierend mit den Sequenzen in (a) und 

c) DNA-Sequenzen, die aufgrund der Degeneration des genetischen Codes mit den Sequenzen 
in (a) und (b) hybridisieren. 



6. Ein Plasmid oder ein viraler DNA-Vektor, enthaltend eine DNA-Sequenz nach 
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7. Eine prokaryotische oder eukaryotische Wirtszelle, stabil transformiert oder 
transfiziert mit einem Plasmid oder DNA-Vektor nach Anspruch 6. 

5 

8. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids nach einem der Anspniche 1-3, 
umfassend das Kultivieren der Wirtszelle nach Anspruch 7 zur Expression des Polypeptids in 
der Wirtszelle. 

10 9. Ein Antikorper, der das Polypeptid gemaB einem der Anspruche 1-3 bindet, 

10. Ein Antikorper gemaB Anspruch 9, der ein monoklonaler Antikorper ist. 

11. Monoklonaler Antikorper, der das Polypeptid nach einem der Anspruche 1-3 
15 spezifisch erkennt, dadurch gekennzeichnet, daB B-Zellen von Mausen, die mit PMA und der 

Ca^Monophore lonomycin aktivierten humanen T-Lymphozyten immunisiert werden, mit 
einer Myelomzellinie zu einem Antikorper-sezemierenden Hybridom fusioniert werden und 
die monoklonalen Antikorper in der DurchfluBzytometrie auf 2-Signal-Molekul-aktivierte 
gegen ruhende T-Zellen gereinigt werden. 
20 12. Hybridomzelle, die den monoklonalen Antikorper nach Anspruch 10 oder 1 1 erzeugt. 

13. Verwendung von Substanzen, die die biologische Aktivitat des Polypeptids nach 
einem der Anspruche 1-3 hemmen, als Arzneimittel. 

25 14. Verwendung nach Anspruch 13, wobei die Substanzen einen monoklonalen 
Antikorper, naturliche oder synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten umfassen. 

15. Verwendung von Substanzen, die die biologische Aktivitat des Polypeptids nach 
einem der Anspruche 1-3 hemmen, zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von 

30 Autoimmunkrankheiten, zur Verhinderung der AbstoBungsreaktionen bei 
Organtransplantationen und zur Behandlung einer Dysregulation des Immunsystems. 

16. Verwendung des Polypeptids nach einem der Anspruche 1-3 als Arzneimittel. 
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17. Verwendung des Polypeptids nach einem der Anspruche 1-3 zur Herstellung von 
Arzneimitteln zur Behandlung von Krebserkrankungen, Aids, Asthmaerkrankungen oder 
chronischen viralen Erkrankungen wie HCV- oder HBV-Infektionen. 

5 18. Verwendung von Zellen, enthaltend das Polypeptid nach einem der Anspruche 1-3, als 
Arzneimittel. 

19. Verwendung von Zellen nach Anspruch 18 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Behandlung von Krebserkrankungen, Aids, Asthmaerkrankungen oder chronischen viralen 

10 Erkrankungen wie HCV- oder HBV-Infektionen. 

20. Verwendung von Substanzen, die das Polypeptid nach einem der Anspruche 1-3 
spezifisch erkennen, zur Diagnose von Erkrankungen, an denen das Immunsystem beteiligt 
ist. 



21. Verwendung nach Anspruch 20, wobei die Substanzen Nukleinsaure-(RNA, DNA)- 
Molekule umfassen. 

22. Verwendung nach Anspruch 21, wobei zur Diagnose eine Hybridisierungs- oder 
20 Nukleinsaureamplifikationstechnik (z.B. PCR) verwendet wird. 

23. Verwendung nach Anspruch 20, wobei die Substanzen einen monoldonalen 
Antikorper, natiirliche oder synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten umfassen. 

25 24. Verwendung nach Anspruch 20 oder 21, wobei zur Diagnose ein ELISA-Nachweis, 
DurchfluBzytometrie, Western Blot, Radioimmunassay, Nephelometric oder eine 
histochemische Anfarbung verwendet wird. 

25. Verwendung von Substanzen, die den Signaltransduktionsweg des Polypeptids nach 
30 einem der Anspruche 1-3 in die T-Zelle positiv oder negativ beeinflussen (modulieren) als 
Arzneimittel. 
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26. Verwendung von Substanzen, die die Heraufregulation des Polypeptids nach einem 
der Anspruche 1-3 an die T-Zelloberflache verhindem als Arzneimittel. 
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A. KLASSIFIZIEBUNGDESANMELDUNGSGEGENSTANDES , 

IPK 6 C07K14/705 C12N15/12 C12N5/10 C07K16/28 C12N5/12 
G01N33/53 A61K38/17 C12Q1/68 

Nach der Internationalen Patent klasstfikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK ^ 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Windestprufstoff (Ktassifikationssystem und Klassifikationssymbol© ) 

IPK 6 C07K C12N GOIN A61K C12Q 



Recherchierte aber nicfrt zum Mindestprufstoff gehorendo Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend derintemationaten Recherche konsuttierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtt. venwendete Suchbegriffe) 
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Bezeichnung der Verbffentlichung, soweit ertorderiich unter Angabo der in Betracht komnnenden Telle 


Betr. Anspruch Nr. 


A 


LANIER L L ET AL: "CD80 (B7) AND CD86 

(B70) PROVIDE SIMILAR COSTIMULATORY 

SIGNALS FOR T CELL PROLIFERATION, CYTOKINE 

PRODUCTION, AND GENERATION OF CTL" 

JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 

Bd. 154, 1. Januar 1995, Seiten 97-105, 

XP002018932 

siehe das ganze Dokument 


1-12 


A 


FREEMAN G J ET AL: "CLONING OF B-2: A 
CTLA-4 COUNTER-RECEPTOR THAT COSTIMULATES 
HUMAN T CELL PROLIFERATION- 
SCIENCE, 

Bd. 262, 5. November 1993, Seiten 909-911, 
XP002069402 

siehe das ganze Dokument 

-/-- 


1-12 



Wettare Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



!0 



Siehe An hang Patentfamifie 



Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
"A" Veroffentlichung, die den altgemeinon Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" aiteres Dokument. das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Verbftenttichur^g, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum etner 
anderen im Recherchent>ericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eino mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Ma6nahmen bezteht 
"P" Veroffentlichung, die vordem internationalen Anmeldedatum, aber nach 



'T" Spate re Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum verbffentlicht worden ist und mit der 
AnmeWung nicht kollidiert, sondern nur zum VerstSndnis desder 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Verdffenttichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erf inderischor Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Vert)ffenttichung von biesonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erf inderischer latigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mIt einer Oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamiiie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

2. Marz 1999 


Absendedatum des internationalen Recherche nberichts 

2 3. 03. 99 


Name und Postanschrift der Intemationaten Recherchenbehorde 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie^ 



P,x 



P.x 



SazGichnung der Verottentlichung. soweit ertordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



wo 90 04180 A (T CELL SCIENCES INC) 

19. April 1990 

siehe Seite 74, Zeile 13 

WO 89 10398 A (ELLCO FOOD AB) 

2. November 1989 

siehe Seite 11, Zeile 34 - Seite 12, Zeile 
16 

siehe Seite 15, Zeile 11 - Seite 16, Zeile 
17 

TAMATANI T, TEZUKA K: "Human Cell Surface 
Protein " 

6ENESEQ DATABASE, ACCESSION NUMBER W75956, 
XP002094461 

siehe das ganze Dokument 

& WO 98 38216 A (JAPAN TOBACCO INC) 

3. September 1998 

TAMATANI T, TEZUKA K: "Human cell surface 
protein encoding cDNA" 

GENESEQ DATABASE. ACCESSION NUMBER V53199, 
XP002094462 

siehe das ganze Dokument 

& WO 98 38216 A (JAPAN TOBACCO INC) 

3. September 1998 



Betr. Anspruch Nr. 



9-12 



9-12 



1-3, 

9-12, 

16-19 



4-8 



Foiinblaa PCT/ISM10 (FoRsatzung von Blatt 2) (Jiil 1692) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/02896 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Arttkel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Gmnden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 



Obwohl die Anspruche 13-19, 25 und 26 sich auf ein Verfahren zur Behandlung 
des menschi ichen/tieri schen Kbrpers beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt 
und griindete sich auf die angefuhrten Wirkungen der 
Verbi ndung/Zusammensetzung . 



weii sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenrg entsprechen, 
daB eine sinnvolle intern ationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



wei) es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitiichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die intemationaie necherchenbehorde hat festgestellt, daS diese internaticnaie Anrr.eidung mehrsr© Erfindungen enthalt: 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' ' intemationaie Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprOche. 



□ Da fQr alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
zusatzliche RecherchengebQhr gerechtfertigt halte. hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. I I Da der Anmelder nur einige der erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
* * intemationaie Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 




Anspruche Nr. 

wei) sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 





Ans|:^che Nr. 



□ 



Der Anmelder hat die erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationaie Recher- 
chenbericht t^eschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprQchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs j j 

□ 



Formblatt PCT/ISA/21 0 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 



Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter NATiderspruch gezahlt. 
Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Obwohl die Anspriiche 13-19, 25 und 26 sich auf ein Verfahren zur 
Behandlung des menschl ichen/tieri schen Korpers beziehen, wurde die 
Recherche durchgefuhrt und griindete sich auf die angefuhrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusaimensetzung. 

Obwohl die Anspriiche 20-24 sich auf ein Diagnostizierverfahren, das am 
menschl ichen/tieri schen Korper vorgenonmen wird, beziehen, wurde die 
Recherche durchgefuhrt und griindete sich auf die angefuhrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusanmensetzung. 
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CGAGAGCCTGAATTCACTGTCAGCTTTGAACACTGAACGCGAGGACTGTTAACTGTTTCT 
GGCAAACATGAAGTCAGGCCTCTGGTATTTCTTTCTCTTCTGCTTGCGCATTAAAGTTTT 
AACAGGAGAAATCAATGGTTCTGCCAATTATGAGATGTTTATATTTCACAACGGAGGTGT 
ACAAATTTTATGCAAATATCCTGACATTGTCCAGCAATTTAA?\ATGCAGTTGCTGAAAGG 
GGGGCAAATACTCTGCGATCTCACTAAGACAAAAGGAAGTGGAAACACAGTGTCCATTAA 
GAGTCTGAAATTCTGCCATTCTCAGTTATCCAACAACAGTGTCTCTTTTTTTCTATACAA 
CTTGGACCATTCTCATGCCAACTATTACTTCTGCAACCTATCAATTTTTGATCCTCCTCC 
TTTTAAAGTAACTCTTACAGGAGGATATTTGCATATTTATGAATCACAACTTTGTTGCCA 
GCTGAAGTTCTGGTTACCCATAGGATGTGCAGCCTTTGTTGTAGTCTGCATTTTGGGATG 
CATACTTATTTGTTGGCTTACAAAAAAGAAGTATTCATCCAGTGTGCACGACCCTAACGG 
TGAATACATGTTCATGAGAGCAGTGAACACAGCCAAAAAATCTAGACTCACAGATGTGAC 
CCTATAATATGGAACTCTGGCACCCAGGCATGAAGCACGTTGGCCAGTTTTCCTCAACTT 
GAAGTGCAAGATTCTCTTATTTCCGGGACCACGGAGAGTCTGACTTAACTACATACATCT 
TCTGCTGGTGTTTTGTTCAATCTGGAAGAATGACTGTATCAGTCAATGGGGATTTTAACA 
GACTGCCTTGGTACTGCCGAGTCCTCTCAAAACAAACACCCTCTTGCAACCAGCTTTGGA 
GAAAGCCCAGCTCCTGTGTGCTCACTGGGAGTGGAATCCCTGTCTCCACATCTGCTCCTA 
GCAGTGCATCAGCCAGTAAAACAAACACATTTACAAGAAAAATGTTTTAAAGATGCCAGG 
GGTACTGAATCTGCAAAGCAAATGAGCAGCCAAGGACCAGCATCTGTCCGCATTTCACTA 
TCATACTACCTCTTCTTTCTGTAGGGATGAGAATTCCTCTTTTAATCAGTCAAGGGAGAT 
GCTTCAAAGCTGGAGCTATTTTATTTCTGAGATGTTGATGTGAACTGTACATTAGTACAT 
ACTCAGTACTCTCCTTCAATTGCTGAACCCCAGTTGACCA'TTTTACCAAGACTTTAGATG 
CTTTCTTGTGCCCTCAATTTTCTTTTTAAAAATACTTCTACATGACTGCTTGACAGCCCA 
ACAGCCACTCTCAATAGAGAGCTATGTCTTACATTCTTTCCTCTGCTGCTCAATAGTTTT 
ATATATCTATGCATACATATATACACACATATGTATATAAAATTCATAATGAATATATTT 
GCCTATATTCTCCCTACAAGAATATTTTTGCTCCAGAAAGACATGTTCTTTTCTCAAATT 
CAGTTAAAATGGTTTACTTTGTTCAAGTTAGTGGTAGGAAACATTGCCCGGAATTGAAAG 
CAAATTTATTTTATTATCCTATTTTCTACCATTATCTATGTTTTCATGGTGCTATTAATT 
ACAAGTTTAGTTCTTTTTGTAGATCATATTAAAATTGCAAACAAAATCATCTTTAATGGG 
CCAGCATTCTCATGGGGTAGAGCAGAATATTCATTTAGCCTGAAAGCTGCAGTTACTATA 
GGTTGCTGTCAGACTATACCCATGGTGCCTCTGGGCTTGACAGGTCAAAA.TGGTCCCCAT 
CAGCCTGGAGCAGCCCTCCAGACCTGGGTGGAATTCCAGGGTTGAGAGACTCCCCTGAGC 
CAGAGGCCACTAGGTATTCTTGCTCCCAGAGGCTGAAGTCACCCTGGGAATCACAGTGGT 
CTACCTGCATTCATAATTCCAGGATCTGTGAAGAGCACATATGTGTCAGGGCACAATTCC 
CTCTCATAAAAACCACACAGCCTGGAAATTGGCCCTGGCCCTTCAAGATAGCCTTCTTTA 
GAATATGATTTGGCTAGAAAGATTCTTAAATATGTGGAATATGATTATTCTTAGCTGGAA 
TATTTTCTCTACTTCCTGTCTGCATGCCCAAGGCTTCTGAAGCAGCCAATGTCGATGCAA 
CAACATTTGTAACTTTAGGTAAACTGGGATTATGTTGTAGTTTAACATTTTGTAACTGTG 
TGCTTATAGTTTACAAGTGAGACCCGATATGTCATTATGCATACTTATATTATCTTAAGC 
ATGTGTAATGCTGGATGTGTACAGTACAGTACTGAACTTGTAATTTGAATCTAGTATGGT 
GTTCTGTTTTCAGCTGACTTGGACAACCTGACTGGCTTTGCACAGGTGTTCCCTGAGTTG 
TTTGCAGGTTTCTGTGTGTGGGGTGGGGTATGGGGAGGAGAACCTTCATGGTGGCCCACC 
TGGCCTGGTTGTCCAAGCTGTGCCTCGACACATCCTCATCCCCAGCATGGGACACCTCAA 
GATGAATAATAATTCACAAAATTTCTGTGAAATCAAATCCAGTTTTAAGAGGAGCCACTT 
ATCAAAGAGATTTTAACAGTAGTAAGAAGGCAAAGAATAAACATTTGATATTCAGCAACT 
G 
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This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 
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This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 
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□ 
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European Patent Office 
D-80298 Munich, Germany 

Facsimile No. 49-89-2399-4465 


Authorized officer 
Telephone No. 49-89-2399-0 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Inteffational application No. 

PCT/DE98/02896 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have beenjumished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed'* and are not annexed to the report since they do not contain amendments ). 

I I the international application as originally filed. 

the description, pages il^S , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of — 



the claims, 



Nos. 
Nos, 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-27 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 23 September 1999 (23.09.1999) 
, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/17-17/17 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos, 



I I the drawings, sheets/fig 



I — t This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 



See t:he Supplemexi'bal Box. 
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Inte^^6nal application No. 
PCT/DE 98/02896 



Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacemeru sheets which have beenjumishedto the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as originally filed'' and are not aw^exed to the report since they do not contain ame^^ 



Since the priority document is not available, the 
priority date for this international preliminary 
examination report is considered valid. Otherwise the 
international search report "P/X" type citations would be 
taken into consideration to assess the novelty and 
inventive step of the present invention. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious) or to be 
mdustrially applicable have not been examined in respect of: 



because; 



□ the said international application, or the said claims Nos. ^ 
relate to the following subject matter which does not require an mtemational preliminary examination (specify): 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningfulopinion could be formed (specify): 




the entire international z^plication. 



claims Nos. 



13-15. 20-23, 25. 26 




the claims, or said claims Nos. 



are so inadequately supported 



by the description that no meaningful opinion could be formed. 



no international search report has been established for said claims Nos. 



13-15. 20-23.25.26 



Form PCT/IPE A/409 (Box III) (January 1994) 



THIS PAGE BLANK (uspto) 
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Ini^^nonal application No. 
PCT/DE 98/02896 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-12, 16-19, 24, 27 YES 

NO 

1-12, 16-19, 24, 27 YES 

NO 



1-12, 16-19, 24, 27 



YES 
NO 



2. Citations and explanations 



1. The present application describes a T cell surface 
protein with the biological activity of co- 
stimulation of T cells. The protein can be 
identified by an antibody 8F4 which was obtained by 
immunising mice with activated human T cells. The T 
cell surface protein is a dimer comprising two 
polypeptides of 27 and 29 kDa . 

Moreover, the application discloses the cDNA and the 
amino acid sequence of one of the two sub-units (29 
kDa) . 

2. None of the available documents describes a 
polypeptide which has a homology of at least 40% 
with the sequence shown in SEQ ID NO: 2. 
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Inten^^^Tappiication No. 

PCT/DE 98/02896 



VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



1. Claims 2 and 3 relate to analogues of the co- 
stimulating molecule. It is not clear what this 
means (other co-stimulating molecules can be 
regarded as functional analogues) . 

2. The International Preliminary Examining Authority 
states that the claimed co-stimulating molecule can 
only be produced with a considerable amount of 
effort and, consequently, there are particular 
doubts about subsequent processing. 

2.1 As per Claim 1 the molecule is characterised by its 
biological activity, its occurrence on activated T 
lymphocytes and by the molecular weight of its two 
sub-units. Since the antibodies 8F4 originally used 
are no longer available, a person skilled in the art 
has to carry out the complete method given in 
Example 1. Although it is possible, it is not 
certain whether a suitable antibody can be found. 

2.2 It is not clear whether antibodies which identify 
the dimer molecule can be produced based on the 
disclosed sequence for the 29 kDa sub-units. It is 
therefore also not clear whether the co-stimulating 
molecule can be separated in this way. 

3. Antibodies and myeloma cells termed "8F4" are known 
in the literature (e.g. WO90 04180 and WO 89 10398). 
The 8F4 antibodies already disclosed and the 
antibodies described in the application do not 
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VIII. Certain observations on the international application 

appear to be related. 
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XP-0020944€# 

ID W7S956 standard; Protein; 199 AA. 

AC W7595e; 

DT ll-DEC-1998 (first entry) 

DE Hxunan cell surface protein #1. 

KW Human; cell surface protein; thymocyte; lymphocyte; cell adhesion; 

KW signal transmission; autoimmune disorder; allergy; diagnosis; 

KW mitogen- stimulated. 

OS Homo sapiens . 

PN W09838216-A1 . 

PD 03-SEP-1998. 

PF 27-FEB-1998; J00837, 

PR 26-FEB-1998; JP-062217. 

PR 27-FEB-1997; JP-062290, 

PA (MISB ) JAPAN TOBACCO INC. 

PI Tamatani T, Tezuka K; 

DR WPI; 98-481144/41. 

DR N-PSDB; VS3198. 

PT Cell surface molecule expressed in thymocytes and lymphocytes and - 

PT mediating signal transmission and cell adhesion, and antibodies to 

PT it useful in treatment of auto: immune and allergic disorders. 

PS Claim 2; Page 99-101; 149pp; Japanese. 

CC The present sequence represents a human cell surface protein which is 

CC expressed by thymocytes and by mi togen-stimulated lymphocytes. The cell 

CC surface protein induces adhesion of mitogen-stimulated lymphocytes to 

CC antibodies recognising the cell surface protein. These antibodies also 

CC produce an increase in peripheral blood lymphocytes in the presence of 

CC an antibody recognising CD3 antigen. The cell surface protein contains 

CC the amino acid sequence FDPPPF in its extracellular region and the 

CC sequence YMFM in its intracellular region. The cell surface protein can 

CC be used in the prevention and treatment of autoimmune and allergic 

CC diseases, and in the diagnosis and investigation of such disorders. 

SQ Sequence 199 AA; 

W75956 Length: 199 February 22, 1999 16:02 Type: P Check: 629 

1 MKSGLWYFFL FCLRIKVLTG EINGSANYEM FIFHNGGVQI LCKYPDIVQQ 

51 FKMQLLKGGQ ILCDLTKTKG SGNTVSIKSL KFCHSQLSNN SVSFFLYNLD 

101 HSHANYYFCN LSIFDPPPFK VTLTGGYLHI YESQLCCQLK FWLPIGCAAF 

151 VWCILGCIL ICWLTKKKYS SSVHDPNGEY MFMRAVNTAK KSRLTDVTL 
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8 51 GCTTTGGAGA AAGCCCAGCT CCTGTGTGCT CACTGGGAGT GGAATCCCTG 
901 TCTCCACATC TGCTCCTAGC AGTGCATCAG CCAGTAAAAC AAACACATTT 

9 51 ACAAGAAAAA TGTTTTAAAG ATGCCAGGGG TACTGAATCT GCAAAGCAAA 
1001 TGAGCAGCCA AGGACCAGCA TCTGTCCGCA TTTCACTATC ATACTACCTC 

1051 TTCTTTCTGT AGGGATGAGA ATTCCTCTTT TAATCAGTCA AGGGAGATGC 

1101 TTCAAAGCTG GAGCTATTTT ATTTCTGAGA TGTTGATGTG AACTGTACAT 

1151 TAGTACATAC TCAGTACTCT CCTTCAATTG CTGAACCCCA GTTGACCATT 

1201 TTACCAAGAC TTTAGATGCT TTCTTGTGCC CTCAATTTTC TTTTTAAAAA 

12 51 TACTTCTACA TGACTGCTTG ACAGCCCAAC AGCCACTCTC AATAGAGAGC 
1301 TATGTCTTAC ATTCTTTCCT CTGCTGCTCA ATAGTTTTAT ATATCTATGC 

13 51 ATACATATAT ACACACATAT GTATATAAAA TTCATAATGA ATATATTTGC 
1401 CTATATTCTC CCTACAAGAA TATTTTTGCT CCAGAAAGAC ATGTTCTTTT 
1451 CTCAAATTCA GTTAAAATGG TTTACTTTGT TCAAGTTAGT GGTAGGAAAC 
1501 ATTGCCCGGA ATTGAAAGCA AATTTAWWTT ATTATCCTAT TTTCTACCAT 

1551 TATCTATGTT TTCATGGTGC TATTAATTAC AAGTTTAGTT CTTTTTGTAG 

1601 ATCATATTAA AATTGCAAAC AAAATCATCT TTAATGGGCC AGCATTCTCA 

1651 TGGGGTAGAG CAGAATATTC ATTTAGCCTG AAAGCTGCAG TTACTATAGG 

1701 TTGCTGTCAG ACTATACCCA TGGTGCCTCT GGGCTTGACA GGTCAAAATG 

1751 GTCCCCATCA GCCTGGAGCA GCCCTCCAGA CCTGGGTGGA ATTCCAGGGT 

1801 TGAGAGACTC CCCTGAGCCA GAGGCCACTA GGTATTCTTG CTCCCAGAGG 

1851 CTGAAGTCAC CCTGGGAATC ACAGTGGTCT ACCTGCATTC ATAATTCCAG 

1901 GATCTGTGAA GAGCACATAT GTGTCAGGGC ACAATTCCCT CTCATAAAAA 

1951 CCACACAGCC TGGAAATTGG CCCTGGCCCT TCAAGATAGC CTTCTTTAGA 

2001 ATATGATTTG GCTAGAAAGA TTCTTAAATA TGTGGAATAT GATTATTCTT 

2051 AGCTGGAATA TTTTCTCTAC TTCCTGTCTG CATGCCCAAG GCTTCTGAAG 

2101 CAGCCAATGT CGATGCAACA ACATTTGTAA CTTTAGGTAA ACTGGGATTA 

2151 TGTTGTAGTT TAACATTTTG TAACTGTGTG CTTATAGTTT ACAAGTGAGA 

2201 CCCGATATGT CATTATGCAT ACTTATATTA TCTTAAGCAT GTGTAATGCT 

22 51 GGATGTGTAC AGTACAGTAC WTAACTTGTA ATTTGAATCT AGTATGGTGT 
2301 TCTGTTTTCA GCTGACTTGG ACAACCTGAC TGGCTTTGCA CAGGTGTTCC 

23 51 CTGAGTTGTT TGCAGGTTTC TGTGTGTGGG GTGGGGTATG GGGAGGAGAA 
2401 CCTTCATGGT GGCCCACCTG GCCTGGTTGT CCAAGCTGTG CCTCGACACA 
2451 TCCTCATCCC AAGCATGGGA CACCTCAAGA TGAATAATAA TTCACAAAAT 
2 501 TTCTGTGAAA TCAAATCCAG TTTTAAGAGG AGCCACTTAT CAAAGAGATT 

2551 TTAACAGTAG TAAGAAGGCA AAGAATAAAC ATTTGATATT CAGCAACTGA 
2 601 AAAAAAAAAA 
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ID V53199 standard; cDNA; 2610 BP. • 

AC V53199; 

DT ll-DEC-1998 (first entry) 

DE Human cell surface protein #2 encoding cDNA. 

KW Human; cell surface protein; thymocyte; lymphocyte; cell adhesion; 

KW signal transmission; autoimmune disorder; allergy; diagnosis; 

KW mitogen-stimulated; ss . 

OS Homo sapiens. 

FH Key Location/Qualifiers 

FT CDS 26. .625 

FT /*tag= a 

FT /product= "cell surface protein" 

PN W09838216-A1, 

PD 03-SEP-1998. 

PF 27-FEB-1998; J00837. 

PR 26-FEB-1998; JP-062217 . 

PR 27-FEB-1997; JP-062290. 

PA <NISB ) JAPAN TOBACCO INC. 

PI Tamacani T, Tezuka K; 

DR WPI; 98-481144/41. 

OR P-PSDB; W75957, 

PT Cell surface molecule expressed in thymocytes and lymphocytes and - 

PT mediating signal transmission and cell adhesion, and antibodies to 

PT it useful in treatment of auto: immune and allergic disorders. 

PS Claim 9; Page 101-105; 149pp; Japanese, 

CC The present sequence encodes a human cell surface protein which is 

CC expressed by thymocytes and by mitogen-stimulated lymphocytes. The cell 

CC surface protein induces adhesion of mitogen-stimulated lymphocytes to 

CC antibodies recognising the cell surface protein. These antibodies also 

CC produce an increase in peripheral blood lymphocytes in the presence of 

CC an antibody recognising CD3 antigen. The cell surface protein contains 

CC the amino acid sequence FDPPPF in its extracellular region and the 

CC sequence YMFM in its intracellular region. The cell surface protein can 

CC be used in the prevention and treatment of autoimmune and allergic 

CC diseases, and in the diagnosis and investigation of such disorders. 

SQ Sequence 2610 BP; 743 A; 544 C; 505 G; 815 T; 

V53199 Length: 2610 February 22, 1999 15:34 Type: N Check: 359 .. 

1 GGACTGTTAA CTGTTTCTGG CAAACATGAA GTCAGGCCTC TGGTATTTCT 



51 


TTCTCTTCTG 


CTTGCGCATT 


AAAGTTTTAA 


CAGGAGAAAT 


CAATGGTTCT 


101 


GCCAATTATG 


AGATGTTTAT 


ATTTCACAAC 


GGAGGTGTAC 


AAATTTTATG 


151 


CAAATATCCT 


GACATTGTCC 


AGCAATTTAA 


AATGCAGTTG 


CTGAAAGGGG 


201 


GGCAAATACT 


CTGCGATCTC 


ACTAAGACAA 


AAGGAAGTGG 


AAACACAGTG 


251 


TCCATTAAGA 


GTCTGAAATT 


CTGCCATTCT 


CAGTTATCCA 


ACAACAGTGT 


301 


CTCTTTTTTT 


CTATACAACT 


TGGACCATTC 


TCATGCCAAC 


TATTACTTCT 


351 


GCAACCTATC 


AATTTTTGAT 


CCTCCTCCTT 


TTAAAGTAAC 


TCTTACAGGA 


401 


GGATATTTGC 


ATATTTATGA 


ATCACAACTT 


TGTTGCCAGC 


TGAAGTTCTG 


451 


GTTACCCATA 


GGATGTGCAG 


CCTTTGTTGT 


AGTCTGCATT 


TTGGGATGCA 


501 


TACTTATTTG 


TTGGCTTACA 


AAAAAGAAGT 


ATTCATCCAG 


TGTGCACGAC 



551 


CCTAACGGTG 


AATACATGTT 


CATGAGAGCA 


GTGAACACAG 


CCAAAAAATC 


601 


TAGACTCACA 


GATGTGACCC 


TATAATATGG 


AACTCTGGCA 


CCCAGGCATG 


651 


AAGCACGTTG 


GCCAGTTTTC 


CTCAACTTGA 


AGTGCAAGAT 


TCTCTTATTT 


701 


CCGGGACCAC 


GGAGAGTCTG 


ACTTAACTAC 


ATACATCTTC 


TGCTGGTGTT 


751 


TTGTTCAATC 


TGGAAGAATG 


ACTGTATCAG 


TCAATGGGGA 


TTTTAACAGA 


801 


CTGCCTTGGT 


ACTGCCGAGT 


CCTCTCAAAA 


CAAACACCCT 


CTTGCAACCA 
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Date of mailing (day/month/year) 
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International application No. 
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Applicant's or agent's file reference 
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International filing date (day/month/year) 

23 September 1998 (23.09.98) 


Priority date (day/month/year) 

23 September 1997 (23.09.97) 


Applicant 

KROCZEK, Richard 





1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

I X I in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

21 April 1999 (21.04.99) 



I j in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election 



□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WlPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14,35 



Authorized officer 

Christelle Croci 

Telephone No,: (41-22) 338.83.38 
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VERTRAG UBER DICTNTERNATIONALE ZUSAMMCTARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESEHS. 



PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFiGER PRU TOfiSS BE RftRTT 



(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmetders oder Anwalts 
169-2 PCT 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE98/02896 


1 nter nationales AnTT\6\6edaX\jm(Tag/Monat/Jahr) 
23/09/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
23/09/1997 



Internationale Patentklassification (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C07K1 4/705 



Anmelder 

BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND LETZTVERTRETEN ..et al. 



1 . Dieser internationale vorlauflge Prufungsbericht wurde von der mit der internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gema3 Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieRlich dieses Deckblatts. 

S AuQerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschrelbungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Venwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



1 




Grundlage des Berichts 


II 


□ 


Prioritat 


III 




Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 


IV 


□ 


Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 


V 




Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 






gewerbliche Anwendbarkeit; Unteriagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 


VI 


□ 


Bestimmte angefuhrte Unteriagen 


VII 


□ 


Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 


VIII 




Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
21/04/1999 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

2 7. 12. 99 


Name und Postanschrlft der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 

^jj D-80298 Munchen 

Tel +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter >;;S5S^!;^>. 
Bilang,J f ^ }) 

%" 'i>y 

Tel. Nr. +49 89 2399 8707 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/02896 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatten die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Benefits als "ursprunglich eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Setten: 

1-25 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

-1 .27 eingegangen am 24/09/1 999 mit Schreiben vom 23/09/1 999 

Zeichnungen, Blatter: 

1/17-17/17 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgelallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

siehe Beiblatt 

III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkelt und gewerbliche Anwendbarkeit 

Folgende Telle der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als 

neu, auf erf inderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte intemationale Anmeldung. 
H Anspruche Nr. 1 3-1 5,20-23,25,26. 



Begrundung: 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/02896 



□ Die gesannte intemationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine intemationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 

{genaue Angaben): 

□ Die Beschreibung. die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte {genaue Angaben): 

□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

H Fur die obengenannten Anspruche Nr. 13-15,20-23.25,26 wurde kein intemationaler Recherchenbericht 
erstellt. 

V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigke'it und der 
gewerblichen Anwendbarkett; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: 

Nein: 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: 

Nein: 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: 

Nein: 

2- Unterlagen und Erklarungen 
slehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, istfolgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 



Anspruche 1 -1 2,16-1 9,24,27 
Anspruche 

Anspruche 1 -1 2,1 6-1 9,24,27 
Anspruche 

Anspruche 1-12,16-19,24.27 
Anspruche 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/02896 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Bemerkungen zu Punkt I 

Da das Prioritatsdokument nicht verfugbar ist, wurde das Prioritatsdatum fur 
diesen Vorlaufigen Internationalen Prufungsbericht als gultig angenommen. 
Andernfalls waren die im Internationalen Recherchenbericht zitierten P/X- 
Dokumente fur die Beurteilung der Neuheit und erfinderischen Tatigkeit der 
vorliegenden Erfindung in Betracht zu Ziehen. 

Bemerkungen zu Punkt V 

1 . Die vorliegende Anmeldung beschreibt ein T-Zellen Oberflachenprotein mit der 
Biologischen Aktivitat der Ko-Stimulation von T-Zellen. Das Protein wird erkannt 
durch einen Antikorper 8F4, welcher seinerseits durch die Immunisation von 
Mausen mit aktivierten menschlichen T-Zellen erhalten wurden. Das T-Zellen 
Oberflachenprotein ist ein Dimer bestehend aus zwei Polypeptiden von 27 und 29 
kDa. 

Die Anmeldung offenbart ausserdem die cDNA und die Aminosaurensequenz 
einer der beiden Untereinheiten (29 kDa). 

2. Keines der verfugbaren Dokumente beschreibt ein Polypeptid welches 
mindestens 40% Homologie mit der in SEQ ID NO:2 gezeigten Sequenz aufweist. 

Bemerkungen zu Punkt VIII 

1. Die Anspruche 2 und 3 beziehen sich auf Analogons des ko-stimulierenden 
Molekuls. Es ist nicht klar, was darunter zu verstehen ist (andere ko-stimulierende 
Molekuie konnen als funktionelle Analogons betrachtet werden). 

2. Die mit der Internationalen Vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde stellt fest, 
dass das Beanspruchte ko-stimulierende Molekul nur unter erheblichem Aufwand 
herzustellen ist und daher gewisse Zweifel and der Nacharbeitbarkeit bestehen. 

2.1 Gemass Anspruch 1 ist das Molekul charakterisiert durch seine biologische 
Aktivitat, sein Vorkommen auf aktivierten T-Lymphozyten, und durch die 
Molekulargewichte seiner zwei Untereinheiten. Da der urspriinglich verwendete 
Antikorper 8F4 nicht zur Verfugung steht, muss der Fachmann die gesammte in 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/02896 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT ^ 



Beispiel 1 angegebene Methode durchfiihren. Obwohl dies moglich ist, ist nicht 
sicher ob ein geeignete Antikorper gefunden werden kann. 

2.2 Es ist nicht klar, ob ausgehend von der offenbarten Sequenz fur die 29 kDa 
Untereinheit Antikorper hergestellt werden konnen, die das dimere Molekul 
erkennen. Es ist daher auch nicht klar, ob das ko-stimulierende Molekul auf 
diesem Wege isoliert werden kann. 

3. Antikorper und Myelomazellen mit der Bezeichnung "8F4" sind in der Literatur 
bekannt (z.B. WO90 04180 und WO 89 10398). Es scheit kein Zusammenhang 
zwischen den bereits bekannten 8F4-Antik6rpern und den in der Anmeldung 
beschriebenen Antikorpern zu bestehen. 
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Bundesrepublik Deutschland,... 



23. September 1999 
V29698PC BO/EL/ek 



PCT/DE98/02896 



Patentanspriiche 



EPO - Munich 
9 



2 4. Sep. 1999 



Ein ko-stimulierendes Molekiil 



a) mit der biologischen Aktivitat der Ko-Stimulation von T-Zellen, 

b) das auf aktivierten CD4'*"- und CD8"^-T-Lymphozyten, aber nicht auf 
ruhenden oder aktivierten B-Zellen, Granuloz>'ten, Monozyten, NK-Zellen 
Oder dendritischen Zellen vorkommt, und 

c) das zv^ei Poly pep tidketten aufweist, wobei das genannte Molekiil ein 
Molekulargewicht von etwa 55 bis 60 kDa hat, bestimmt in einer nicht 
reduzierenden SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese, und wobei die zwei 
Polypeptidketten des genannten Molekiils ein Molekulargewicht von etwa 
27 kDa und etwa 29 kDa haben, gemessen in einer reduzierenden SDS- 
Polyacrylamidgelelektrophorese, 

2. Ein ko-stimulierendes Molekiil mit der biologischen Aktivitat der Ko- 
Stimulation von T-Zellen enthaltend eine Aminosauresequenz, die 
mindestens 40% Homologie mit der 199 Aminosaure umfassenden 
Sequenz in Fig. 15 (SEQ ID NO:2) aufweist, oder ein biologisch aktives 
Fragment oder ein Analogon davon. 

3. Ein ko-stimulierendes Molekiil mit der biologischen Aktivitat der Ko- 
Stimulation von T-Zellen gemaB Anspruch 2 und umfassend die 
Aminosauresequenz gemafi Fig. 15 (SEQ ID N0:2), oder ein biologisch 
aktives Fragment oder ein Analogon davon. 
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Eine DNA-Sequenz, die ein ko-stimulierendes Molekiil nach einem der 
Anspriiche 1-3 oder ein Fragment hiervon kodiert. 

Eine DNA-Sequenz kodierend ein ko-stimulierendes Molekiil mit der 
biologischen Aktivitat der Ko-Stimulation von T-Zellen, wobei die 
Sequenz ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus: 

a) der DNA-Sequenz gemaB SEQ ID NO: 1 (Fig. 16) und ihren 
komplementaren Strang 

b) DNA-Sequenz, hybridisierend mit den Sequenzen in (a) und 

c) DNA-Sequenzen, die aufgrund der Degeneration des genetischen Codes 
mit den Sequenzen in (a) und (b) hybridisieren. 

Ein Plasmid oder ein viraler DNA-Vektor, enthaltend eine DNA-Sequenz 
nach Anspruch 4 oder 5. 

Eine prokaryotische oder eukaryotische Wirtszelle, stabil transformiert 
oder transfiziert mit einem Plasmid oder DNA-Vektor nach Anspruch 6. 

Verfahren zur Herstellung eines ko-stimulierenden Molekuls nach einem 
der Anspniche 1-3, umfassend das Kultivieren der Wirtszelle nach 
Anspruch 7 zur Expression des genannten Molekuls in der Wirtszelle. 

Ein Antikorper, der ein ko-stimulierendes Molekiil grmaB einem der 
Anspriiche 1-3 bindet. 

Ein Antikorper gemaB Anspruch 9, der ein monoklonaler Antikorper ist. 

Ein monoklonaler Antikorper, der ein ko-stimulierendes Molekiil nach 
einem der Anspriiche 1-3 spezifisch erkennt, dadurch gekennzeichnet, dafl 
B-Zellen von Mausen, die mit PMA imd der Ca^"^-Ionophore lonomycin 
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aktivierten huraanen T-Lymphozyten immunisiert werden, mit einer 
Myelomzellinie zu einem Antikorper-sezemierenden Hybridom fusioniert 
werden und die raonoklonalen Antikorper in der DurchfluCzytometrie auf 
2-Signal-Molekul-aktivierte gegen ruhende T-Zellen gereinigt werden. 

Eine Hybridomzeile, die den monoklonalen Antikorper nach Axispruch 10 
Oder 1 1 erzeugt. 

Verwendung von Substanzen, die die biologische Aktivitat eines ko- 
stimulierenden Molekiils nach einem der Anspriiche 1-3 hemmen, als 
Arzneimittel. 

Verwendung nach Anspruch 13, wobei die Substanzen einen 
monoklonalen Antikorper, naturliche oder synthetische Liganden, 
Agonisten oder Antagonisten umfassen. 

Verwendung von Substanzen, die die biologische Aktivitat eines ko- 
stimulierenden Molekiils nach einem der Anspniche 1-3 hemmen, zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von 
Autoimmunkrankheiten, zur Verhinderung der AbstoBungsreaktionen bei 
Organtranspiantationen und zur Behandlung einer Dysregulation des 
Immunsystems. 

Verwendung eines ko-stimulierenden Molekiils nach einem der Anspniche 
1-3 als Arzneimittel. 

Verwendung eines ko-stimulierenden Molekiiis nach einem der Anspniche 
1-3 zur Herstellung von Arzneimitteln zur Behandlung von 
Krebserkrankungen, Aids, Asthmaerkrankungen oder chronischen viralen 
Erkrankungen wie HCV- oder HB V-Infektionen. 
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Verwendung von Zellen, enthaltend ein ko-stimulierendes Molekiil nach 
einem der Anspriiche 1-3, als Arzneimittel. 

Verwendung von Zellen nach Anspruch 18 zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung von Krebserkrankungen, Aids, 
Asthmaerkrankungen oder chronischen viraien Erkrankungen wie HCV- 
oder HBV-Infektionen. 

Verwendung von Substanzen, die ein ko-stimulierendes Molekul nach 
einem der Anspniche 1-3 spezifisch erkennen, zur Diagnose von 
Erkrankungen, an denen das Immunsystem beteiligt ist. 

Verwendung nach Anspruch 20, wobei die Substanzen Nukleinsaure- 
(RNA, DNA)- Molekiile umfassen. 

Verwendung nach Anspruch 21, wobei zur Diagnose eine 
Hybridisierungs- oder Nukleinsaureamplifikationstechnik (z.B. PGR) 
verwendet wird. 

Verwendung nach Anspruch 20, wobei die Substanzen einen 
monoklonalen Antikorper, natiirliche oder synthetische Liganden, 
Agonisten oder Antagonisten umfassen. 

Verwendung nach Anspruch 20 oder 21, wobei zur Diagnose ein ELISA- 
Nachweis, DurchfluBzytometrie, Western Blot, Radioimmun-assay, 
Nephelometric oder eine histochemische Anfarbung verwendet wird. 

Verwendung von Substanzen, die den Signaltransduktionsweg eines ko- 
stimulierenden Molekiils nach einem der Anspriiche 1-3 in die T-Zelle 
positiv oder negativ beeinflussen (modulieren) als Arzneimittel. 
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26. Verwendung von Substanzen, die die Heraufregulation eines ko- 
stimulierenden Moiekiils nach einem der Anspniche 1-3 an die T- 
Zelloberflache verhindem als Aizneimittel. 

5 27. Verwendung eines ko-stimulierenden Moiekiils nach einem der Anspruche 
1 -3 zur Herstellung von Antikoipem. 
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Copy for the Elected Office (EO/US) 

paWnt cooperation treatn^ 



PCT/DE98/02896 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



POT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCX Rule 92bis.1 and 

Administrative Instructions Section 422) 


To: 

BOSL, Raphael 
Bardehle & Partner 
Galileiplatz 1 
D-81679 Mijnchen 
ALLEMAGNE 


Date of mailing (day/month/year) 
19 October 1999(19.10.99) 


Applicant's or agent's file reference 
169-2 PCT 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/DE98/02896 


International filing date (day/month/year) 

23 September 1998 (23.09.98) 



1. The following indications appeared on record concerning: 
I I the applicant | | the inventor X the agent 



I I the common representative 



Name and Address 


State of Nationality 


State of Residence 


VOSSIUS, Volker 
Holbeinstrasse 5 
D-81679 Munchen 
Germany 






Telephone No. 

089 99 84 79-6 




Facsimile No. 






089 99 84 79 79 






Teleprinter No. 



X 



the person 



2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 

the address [ [ the nationality | | the residence 



the name 



X 



Name and Address 

BOSL, Raphael 
Bardehle 8t Partner 
oalileiplatz 1 
D-8ie79 Munchen 
Germany 



State of Nationality 



State of Residence 



Telephone No. 



Facsimile No. 



Teleprinter No. 



3. Further observations, if necessary: 



4. A copy of this notification has been sent to: 
I X I the receiving Office 
[ [ the International Searching Authority 
I X I the International Preliminary Examining Authority 



I I the designated Offices concerned 
I X I the elected Offices concerned 
[ [ other: 



The International Bureau of WlPO 


Authorized officer 






34, chemin des Colombettes 


Celine Faust 




1211 Geneva 20, Switzerland 






Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 
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Internationales Aktenzeichen 


Internationales Anmcldedatum 


Der Unterzeichnete beantragt, da6 die vorliegende 
internationale Anmeidung nach dem Vertrag uber die 
Internationale Zusammenarbeit auf deni Gebiet des 


Name des Anmeldcamts und "PCT International Application" 


Patent wesens behandelt wird. 


Aktenzeichen des Anmeldcrs oder Anwalts (falls gr^vUnscht) 
(max. 12 Zeichen) 169 — 2 PCT 


Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFLNDUNG 
KO-STIMULIERENDES POLYPEPTID VON T-ZELLEN, MONOKLONALE ANTIKORPER 
SOWIE DIE HERSTELLUNG UND DEREN VERWENDUNG 


Feld Nr. II ANMELDER 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname: bei juristischen Personen voUstdndige amtliche 
Be-eichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats mzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmeldcrs. sofcrn nachstehend kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist,) 

Bundesrepublik Deutschland 

let 2t vertreten durch den 

Direktor des Robert-Koch-Instituts 

Nordufer 20 

D-13353 Berlin 

Deutschland 


1 1 Diese Person ist 
' — ' gleichzcitig Erfinder 


Tclefonnr.: 


Tclefaxnr.: 


Fcmschrcibnr: 


Staatsangehorigkcit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): ^ ^ 


Diese Person ist Anmeldcr i 1 alic Besiim- rr~j aUeBestimmungsstaatenmitAu,snahme 1 j nurdieVereinigten 1 | die im Zusatzfeld 

fiirfolgende Staaten: 1 I miingsstaaten Ia | der Vereinieten Staaten von Amerika | | Siaaien von Amcnka I 1 angegebenen Staaten 


Feld Nr, IH WEITERE ANMELDER U^^D/ODER CWEITERE) ERFIIVDER 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname: bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichmms, Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staots anzugeben, Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofcrn nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

KROCZEK, Richard / Molekulare Immunologie 

Robert-Koch-Institut 

Nordufer 20 

D-13353 Berlin 

Deutschland 


Dicsc Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 X| Anmeldcr und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kcistchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nichtnotig. ) 


Staaisangchdrigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder i 1 alle Bestim- | i alleBestimmungsstaatenmitAusnahme nurdieVereinigtcn | 1 die im Zusatzfeld 

fiirfolfrende .Staaten: | | munesstaaten 1 1 der Vereinigten Staaten von Amerika LAJ Staaten von Amcnka I 1 angegebenen Staaten 


[ 1 Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folaende Person wird hiermit bcstcllt/ist bcstellt worden, um fur den (die) Anmelder rrr\ Anwalt 1 1 rneinsamcr 
vor den zustandigcn intcrnationalen BehSrden in folgcnder Eigenschaft zu handcln als: ISJ 1 1 Vcrtretcr 


Name und Anschrift: (Fatnilienname. Vorname; beijitnsthchenPersonenvollstdndigeamdicheBezeichnung. 

Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben.) 

VOSSIUS^ Volker 

VOSSIUS. Corinna ADAM. Holger 
VOSSIUS, Tilman GRUND, Martin 

HolbeinstraBe 5 

D-81679 Munchen 

ncaiil-Qrhl anH 


Telefonnr.: 

(089) 99 84 79-6 


Telefaxnr.: 

(089) 99 84 79-79 


Femschreibnr.: 


1 1 Dieses Kasichcn ist anzukreuzen, wenn kein Anwall oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im obigcn Feld 

1 1 cine spezielle Zustcllanschrift angegeben ist. 



FnrmKintr T/Donni ^Rinrt n Mnnnnr IQQ7- NJnrhHnirV- Tnniiflr IQQR^ Siehe Anmerkiuieen ZU diesem Antraxsfonmtfar 
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Feld Nr. V BESTTVIMUNG VON STAATEN 



Die tbigenden Bcstimmungen nach Rcgcl 4.9 Absatz a werden hiermit vorgenommcn {bine die emsprechendufi Kcisxhen aiikreuzen: 
ein Kasxhen niii3 cui^ekreiiz! -verdeni: 

RecionaJes Patent 



SI 

sr 



AP 



EA 



H EP 



ARIPO-Patent: GH Ghana CM Gambia. KE Kenia. LS Lesotho. MW Malawi. SD Sudan. SZ Swa.silar.d. 
UG Uganda. ZW Simbabwe und jcder weitcrc Staat. der Vcnragsstaat dcs Harare-Protokolis und des PCT ist 

Eurasisches Patent: .AM .Armcnicn. .AZ Aserbaidschan. BY Belarus. KG Kirgisistan. KZ Kx^achstan. MD Republik 
Moldau. RU Rus.<;ischc Federation. TJ Tadschikistan. TM Turkmenistan und jeder wciterc Staat. der Vcrtraasstaat des 
Eurasischen Pateniubcreinkommcns und des PCT ist 

Europaisches Patent: AT Osterreich. BE Belgien. CH und LI Schwciz und Liechtenstein. DE Deutschland. 
DK Danemark. ES Spanien. FI Finnland. FR Frankreich. GB Vereinigtes Konigrcich. GR Griechenland. EE Irland. 
IT Italien. LU Luxemburg. MC Monaco. NL Niederlande, PT PortugaL SE Schweden und jeder weitere Staat. der 
Vertragsstaat dcs Europaischen Patcntubereinkommens und des PCT istCY Zypem 
KI O.A OAPI-Patent: BF Burkina Faso. BJ Benin. CF Zcntralafrikanische Republik. CG Kongo. CI Cote d ivoire. 

CM Kamerun. GA Gabun. GN Guinea. ML Mali, MR Mauretanien. NE Niger. SN Senegal. TD Tschad. TG Togo 
und jeder wciterc Staat. der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls eine andere Schuizrcchtscrt oder ein soiwi»es 
Verfahren gewiiiischt wird. bitte auf der gepwikteten Linie angeben) 

^ationa\esPMent(fdlsemeandereSchiuzrechtsarti>dereinsoitstigesVeifahreiigewunschtw^^ 
Kl AL Albahien 12 LT Litauen 



IS 
SI 

SI 

□ 

SI 
IS 

SI 

IS 
B 

El 

BI 
BI 
BI 
BI 
BI 



AM Armcnicn IS 

AT Osterreich IS 

AU Australien IS 

AZ Aserbaidschan S 

BA Bosnien-Hcrzcgowina IS 

BB Barbados 

BG Bulgarien S 

BR Brasiiicn E] 

BY Belarus IS 

CA Kanada IS 

CH und LI Schwciz und Liechtenstein |S 

CiN China IS 

CU Kuba IS 

CZ Tschechischc Republik [S 

DE Deutschland IS 

DK Danemark H 

EE Estland g] 

ES Spanien S 

FI Finnland SI 

GB Vereinigtes Konlgreich B 

GE Georgien SI 

GH Ghana B 

GM Gambia IS 

GW Guinea-Bissau IS 

HU Ungam g] 

ID Indoncsicn SI 

IL Israel Kj 

IS Island (S 

JP Japan 

KE Kenia SI 

KG Kirgisistan IS 

KP Dcmokratischc Volksrcpublik Korea IS 

H 



LU Luxemburg 
LV Lettland 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehcmaligc jugoslawischc Republik 

Mazedonien 

MN Mongolci 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Ncu sec land 

PL Polcn 

PT Portugal 

RO Rumiinicn 

RU Russischc Federation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien . 

SK Slowakei 

SL Sierra Lconc 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkci 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereiniate Staaten von Amerika 



UZ 
VN 
YU 
ZW 



Usbckistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawicn 
Simbabwe . 



KR 
KZ 
LC 
LK 
LR 
LS 



Republik Korea 
Kasachstan . . . . 
Saint Lucia 
Sri Lanka 
Liberia 

Lesotho 



Kastchen fur die Besiimmung von Siaatcn (fur die Zweckc cincs 
nationalen Patents), die dem PCT nach der Veroffcntlichung 
dieses Formblaits beigcirctcn siml;-^, 

S .C.B..Kr.oatiea.t.@): 

H GD Grenada 

□ 



Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach Regel 4.9 Absatz b auch allc andcrcn nach dem 

PCT zuliissigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der Bestimmung von . 

Der Anmcld'cr crklSn. dafi dicsc zusatzlichen Bestimmungen unicr dem Vorbehalt einer Besiiitigung sichcn und jedc zusaizlichc 
Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaien ab dem Prioritiltsdaium nicht bestatigl wurde. nach Ablauf dicscr Frist als vom 
Anmelder zu rQc k seno m me n ei It.f D/> Bestdtitung einer Bestimmung eifolgtdurch die Eiiireichung einer Wttteihmg, in derdiese Bestimmung angcgeben wird. 
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Blatt Nr. 



Feid Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 



Wcitefe Priori tiitsanspriiche sind im Zusatzfcid angcgcben. [ [ 



Die Prioricac der tolgenden rraheren Anmeidungfen) wird hiermic beanspruchi: 



Staat 

{Aivmice- oder Besrlinniun^sstCia: 
der Anmeid'Antj 



Anmcldedatum 
{TapMonat/Jahr) 



Aktcnzcichen 



Anmcideami 
inur bet revicPMler oder 
nremcMcnafer Anmciduii^i J 



Deutschland 
CPE) 



23 . September 19 97 
(23.09.97) 



197 41 929.1 



(2) 



Deutschland 
(DE) 



11. Mai 1998 
(11.05.98) 



198 21 060.4 



(3) 



Dieses Kdstchen ankreuzen. wervi die be^laidfigte Kopie der frUheren Anineldung von demAmi aus$estellt ^erden soli dasfUrdie Zwecke dieser imemanonalen .Anmeldunji 
Aiuneldeamt ist (eine Cebiihr kann verlanst werden): ?1A + (0\ 

rrn Das Anmeldeamt wird hicrmit crsucht. eine beglaubigte Abschrift der oben in Zeilc(n) — xJU. — z — LeJ 

I ^1 bczcichneten friihercn Anmeldung(en) zu erstellen und dem Intemationalcn Euro zu iibermittcln. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der Internationalen Recherchenbehorde (ISA) (Sind z^vei oder mehr Internaiionale 
Recherchenbehdrden fur die internationale Recherche zustdndig, ist der Name der Behdrde anzugeben, c p 
die die imemationale Recherche durchfilhrensoll; Zweibuchstaben-Code genugt): ISA / 



Friihere Recherche: Auszufiillen, wenn eine Recherche (internationale Recherche, Recherche intenxationaler An oder sonstige Recherche) bereiis 
bei der internationalen Recherchenbehorde beantragt oder von ihr durchgefiihrt warden ist und diese Behorde nun ersucht wird^ die internationale 
Recherche soweit wie mdglich auf die Ersebnisse einer solchen fruheren Recherche zu stut^n. Die Recherche oder der Recherchenantrag ist durch 
Angabe der betreffendenAnmeldimg(bz}v, deren Ubersetzung)oderdesRecherchenaiUragszubezeichnen. 

Aktenzeichen: 



Staat (Oder regionalcs Amt): 



Datum (Tag/Monat/Jahr) : 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE 



Diese Internationale Anmeldung umfaCt: 

I - Antrag 

2. Beschreibung 

3. Anspruchc 

4. Zusammenfassung 

5. Zcichnungcn 

Insgesamt 



3 


Bliitcer 


25 


Blatter 


3 


Blatter 


1 


Blatter 


17 


Blatter 


49 


Blatter 



Dieser internationalen Anmeldung licgcn die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1 I I Unterzeichncte eesondene ^ FZl Blatt fur die Gcbuhrcnbcrcchnuns 
I I Vollmacht f olgt LjiU 

2 I i Kopie der aligemeinen 6. I 1 Gesonderte Angabcn zu hintcr- 

^- I I Vollmacht ' ' ^^gtcn Mikroorganismcn 

3 I 1 Becrunduna fur das Fehlcn 7. IT] Scqucnzprotokolle fur Nucleotide 

I I der Unterschrift ^— ' und/oder Aminosauren (Diskette) 



4. I I Prioritatsbclcg(e) (durch 8. Fy 

I 1 die Zeilennummer von Feld i-^ 

Nr. V7 kennzeichnen): 



Sonstige (einzeln aujfiihren): 

Scheck Nr. 303559086 



Abbildung Nr. 14 der Zeichnungcn (falls vorhandcn) soil mit der Zusammenfassung veroffentlicht warden. 



Feld Nr. DC UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



Der Name jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, sofern sich dies nicht eindeutig aus dem Antrag 
ergibt, in welcherBgenschoftdiePersonunterzeichnet. 




Dr. Martirf Grund 
Patentanwalt 



DR. VOLKER VOSSIUS 

PATBJT- m 15ECHT&WimTSX;>'2ia 
HOLB£!NS7R. 5 

81679 ^yfGNCHE^J 



K Datum dcs tatsachlichen Eingangs dieser ReC'd PCT/PTO 2 2 MAR 2000 
mtemationalcn Anmeldung: w^w ivrw w i w i f • i w mm ■•■r » uv/w w 


2. Zeichnungcn 

1 1 einge- 

1 1 gangen: 

1 1 nicht cin- 
1— J gcgangcn: 


3. Geandencs Eingangsdatum aufgrund nachtraglich. jedoch 
fristgcrccht cingegangener Unterlagen oder Zeichnungcn 
zur Vervollstandieuns dieser internationalen Anmeldung: 


4. Datum des fristgercchten Eingangs der angeforderten 
Richtigstellungen nach Artikcl 11(2) PCX: . 


5. Vom Anmeldcr bcnannte tc A / 
Internationale Recherchenbehorde: i^A ' 


6 1 — 1 Obermittlune dcs Rcchcrchcncxemplars bis zur 
1 1 Zahlung dcrlRecherchcngebuhr aufgcschoben 





Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Internationalen Buro: 
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VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 




PCT 



BosI, Raphael, Dr 
BARDEHLE& PARTNER 
Galileiplatz 1 
D-81679 Munchen 
ALLEMAGNE 



|TE!LUNG user DIE OBERSENDUNG 
;S INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 



(RGgel71.1 PCT) 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



2 7. 12. EiJ 




imelders oder Anwalts 



WICKTIGE WinTEILUNG 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE98/02896 



Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
23/09/1998 23/09/1997 



Anmelder 



BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND LETZTVERTRETEN ..et al. 



1 . Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB ihm die mil der internationalen vorlaufigen Pruf ung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internationalen Annneldung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen, ubermittelt. 

2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen - dem Internationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 

3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Aniagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Obersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Fomnblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Ubersetzung auch Obersetzungen aller Aniagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Obersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 

Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der internationalen Prufung 
beauftragten Behorde 
Europaisches Patentamt 



Zoglauer. H 



Bevollmachtigter Bediensteter 
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VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
169-2 PCT 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE98/02896 



WEITERES VORGEHEN 



slehe MittGilung Qber die Ubersendung des internationaten 
vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Ar\me\6e<iatum(Tag/Monat/Jahr) 
23/09/1 998 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
23/09/1997 



Internationale Patentklassification (IPK) Oder natlonale Klassifikation und IPK 
C07K1 4/705 



Anm elder 

BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND LETZTVERTRETEN ..et al. 



1 . Dieser internationale vorlauf ige Prufungsbericht wurde von der mit der Internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BE RIGHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlie31ich dieses Deckblatts. 

S Au3erdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen. Anspruchen 
und/oder Zeichnungen. die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Ver^valtungsrichtiinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III S Keine ErsteMung eines Gutachtens uber Neuheit, eriinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

• V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit. der eriinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII S Bestirnmte Bemerkungen zur internationalen Anmetdung 



Datum der Einreichung des Antrags 



21/04/1999 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 



Europaisches Patentamt 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



Bevollmachtigter Bediensteter 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/02896 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatten die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eir)gereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-25 ursprungliche Fassung 

Patentanspriiche, Nr.: 

1 .27 eingegangen am 24/09/1 999 mit Schreiben vom 23/09/1 999 

Zeichnungen, Blatter: 

1/17-17/17 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Off enbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 



III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Ertindung als 

neu, auf erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte intemationale Anmeldung. 
K Anspruche Nr. 13-15,20-23.25.26. 



Begrundung: 



THfS PAGE BLANK (uspto) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/02896 



□ Die gesamte Internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine Internationale vorlauflge Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 



□ Die Beschreibung. die Anspruche oder die Zeichnungen {machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, dal3 kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte {genaue Angaben): 



□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

H Fur die obengenannten Anspruche Nr. 13-15,20-23,25,26 wurde kein internationaler Recherchenberlcht 
erstellt. 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

12,16-19,24,27 
12,16-19,24,27 
12,16-19,24,27 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 



Neuheit (N) Ja: Anspruche 1- 

Nein: Anspruche 

Ertinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1- 

Nein: Anspruche 

Gewerbllche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1- 

Nein: Anspruche 



siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/02896 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT ^ 



Bemerkungen zu Punkt I 

Da das Prioritatsdokument nicht verfiigbar ist, wurde das Prioritatsdatum fur 
diesen Vorlaufigen Internationalen Prufungsbericht als gultig angenommen. 
Andernfalls waren die im internationalen Recherchienbericlit zitierten P/X- 
Dol<umente fur die Beurteilung der Neuhelt und erfinderisclien Tatigkeit der 
vorliegenden Erfindung in Betraclit zu Ziehen. 

Bemerkungen zu Punkt V 

1 . Die vorliegende Anmeldung beschreibt ein T-Zellen Oberflacfienprotein mit der 
Biologischen Aktivitat der Ko-Stimulation von T-Zelien. Das Protein wird erkannt 
durch einen Antikorper 8F4, welcher seinerseits durcin die Immunisation von 
Mausen mit aktivierten menschlichen T-Zellen erhalten wurden. Das T-Zellen 
Oberflachenprotein ist ein Dimer bestehend aus zwei Polypeptiden von 27 und 29 
kDa. 

Die Anmeldung offenbart ausserdem die cDNA und die Aminosaurensequenz 
einer der beiden Untereinheiten (29 kDa). 

2. Keines der verfugbaren Dokumente beschreibt ein Polypeptid welches 
mindestens 40% Homologie mit der in SEQ ID NO:2 gezeigten Sequenz aufweist. 

Bemerkungen zu Punkt Vill 

1. Die Anspruche 2 und 3 beziehen sich auf Analogons des ko-stimulierenden 
Molekuls. Es ist nicht klar, was darunter zu verstehen ist (andere ko-stimulierende 
Molekule konnen als funktionelle Analogons betrachtet werden). 

2. Die mit der Internationalen Vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde stellt fest, 
dass das Beanspruchte ko-stimulierende Molekul nur unter erheblichem Aufwand 
herzustellen ist und daher gewisse Zweifel and der Nacharbeitbarkeit bestehen. 

2.1 Gemass Anspruch 1 ist das Molekul charakterisiert durch seine biologische 
Aktivitat, sein Vorkommen auf aktivierten T-Lymphozyten, und durch die 
Molekulargewichte seiner zwei Untereinheiten. Da der ursprunglich verwendete 
Antikorper 8F4 nicht zur Verfugung steht, muss der Fachmann die gesammte in 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/02896 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Beispiel 1 angegebene Methode durchfuhren. Obwohl dies moglich ist. ist nicht 
sicher ob ein geeignete Antikorper gefunden werden kann. 

2.2 Es ist nicht klar, ob ausgehend von der offenbarten Sequenz fur die 29 kDa 
Untereinheit Antikorper hergestellt werden konnen, die das dimere Molekul 
erkennen. Es ist daher auch nicht klar, ob das ko-stimulierende Molekul auf 
diesem Wege isoliert werden kann. 

3. Antikorper und Myelomazellen nnit der Bezeichnung "8F4" sind in der Literatur 
bekannt (z.B. WO90 04180 und WO 89 10398). Es scheit kein Zusammenhang 
zwischen den bereits bekannten 8F4-Antik6rpern und den in der Anmeldung 
beschriebenen Antikorpern zu bestehen. 
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Bundesrepublik Deutschland,... 



23. September 1999 
V29698PC BO/EL/ek 



PCT/DE98/02896 



Patentanspriiche 



EPO - Munich 
9 



2 A. Sep. 1999 



Ein ko-stimuiierendes Molekiil 



a) mit der biologischen Aktivitat der Ko-Stimulation von T-Zellen, 

b) das auf aktivierten CDA""- und CDS^-T-Lymphozyten, aber nicht auf 
ruhenden oder aktivierten B-Zellen, Granulozvten, Monozyten, NK-Zellen 
Oder dendritischen Zellen vorkommt, und 

c) das zvvei Polypeptidketten aufweist, wobei das genannte Molekul ein 
Mo leku large wicht von etwa 55 bis 60 kDa hat, bestimmt in einer nicht 
reduzierenden SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese, und wobei die z\vei 
Polypeptidketten des genannten Molekuls ein Molekulargewicht von etwa 
27 kDa und etwa 29 kDa haben, gemessen in einer reduzierenden SDS- 
Polyacrylamidgeleiektrophorese. 

2. Ein ko-stimuherendes Molekul mit der bioiogiscnen Aktivitat der je^o- 
Stimulation von T-Zeilen enthaltend eine Aminosauresequenz, die 
mindestens 40% Homologie mit der 199 Aminosaure umfassenden 
Sequenz in Fig. 15 (SEQ ID NO:2) aufweist, oder ein biologisch aktives 
Fragment oder ein Analogon davon. 

3. Ein ko-stimulierendes Molekul mit der biologischen Aktivitat der Ko- 
Stimulation von T-Zellen gemaB Anspruch 2 und umfassend die 
Aminosauresequenz gemafi Fig. 15 (SEQ ID NO:2), oder ein biologisch 
aktives Fragment oder ein Analogon davon. 
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Eine DNA-Sequenz, die ein ko-stimulierendes Molekiil nach einem der 
Anspniche 1-3 oder ein Fragment hiervon kodiert. 

Eine DNA-Sequenz kodierend ein ko-stimulierendes Molekiil mit der 
biologischen Aktivitat der Ko-Stimulation von T-Zellen, wobei die 
Sequenz ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus: 

a) der DNA-Sequenz gemaB SEQ ID NO: 1 (Fig. 16) und ihren 
komplementaren Strang 

b) DNA-Sequenz, hybridisierend mit den Sequenzen in (a) und 

c) DNA-Sequenzen, die aufgrund der Degeneration des genetischen Codes 
mit den Sequenzen in (a) und (b) hybridisieren. 

Ein Plasmid oder ein viraler DNA-Vektor, enthaltend eine DNA-Sequenz 
nach Anspruch 4 oder 5. 

Eine prokaryotische oder eukaryotische Wirtszelle, stabil transformiert 
oder transfiziert mit einem Plasmid oder DNA-Vektor nach Anspruch 6. 

Verfahren zur Herstellung eines ko-stimulierenden Molekuls nach einem 
der Anspniche 1-3, umfassend das Kuitivieren der Wirtszelle nach 
Anspruch 7 zur Expression des genarmten Molekuls m der Wirtszelle. 

Ein Antikorper, der ein ko-stimulierendes Molekiil grmaB einem der 
Anspniche 1-3 bindet. 

Ein Antikorper gemafi Anspruch 9, der ein monoklonaler Antikorper ist, 

Ein monoklonaler Antikorper, der ein ko-stimulierendes Molekul nach 
einem der Anspniche 1-3 spezifisch erkennt, dadurch gekennzeichnet, dafl 
B-Zellen von Mausen, die mit PMA und der Ca^'^-Ionophore lonomycin 
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aktivierten humanen T-Lymphozyten inununisiert werden, mit einer 
Myelomzellinie zu einem Antikorper-sezemierenden Hybridom fiisioniert 
werden und die monoklonalen AntikQrper in der DurchfluBzytometrie auf 
2-Signal-MoIekuI-aktivierte gegen ruhende T-Zellen gereinigt werden. 

Eine Hybridomzelle, die den monoklonalen Antikorper nach Anspruch 10 
Oder 1 1 erzeugt. 

Verwendung von Substanzen, die die biologische Aktivitat eines ko- 
stimulierenden Molekuls nach einerii der Anspniche 1-3 hemmen, als 
Arzneimittel. 

Verwendung nach Anspruch .13, wobei die Substanzen einen 
monoklonalen Antikorper, natiirliche oder synthetische Liganden, 
"Agonisten oder Antagonisten umfassen. 

Verwendung von Substanzen, die die biologische Aktivitat eines ko- 
stimulierenden Molekuls nach einem der Anspniche 1-3 hemmen, zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von 
Autoimmunkrankheiten, zur Verhinderung der Abstol3ungsreaktionen bei 
Organtransplantationen und zur Behandlung einer Dysregulation des 
Immunsystems. 

Verwendung eines ko-stimulierenden Molekuls nach einem der Anspniche 
1 -3 als Arzneimittel. 

Verwendung eines ko-stimulierenden Molekuls nach einem der Ansprtiche 
1-3 zur Herstellung von Aizneimitteln zur Behandlung von 
Krebserkrankungen, Aids, Asthmaerkrankungen oder chronischen viralen 
Erkrankungen wie HCV- oder HBV-Infektionen. 
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18. Vervvendung von Zellen, enthaltend ein ko-stimulierendes MolekiU nach 
einem der Anspruche 1-3, als Arzneimittel. 

19. Verwendung von Zellen nach Anspruch 18 zur Herstellung eines 
5 Arzneimittels zur Behandlimg von Krebserkrankungen, Aids, 

Asthraaerkrankungen oder chronischen viralen Erkrankungen wie HCV- 
oder HBV-Infektionen. 

20. Verwendung von Substanzen, die ein ko-stimulierendes Molekiil nach 
10 einem der Anspruche 1-3 spezifisch erkennen, zur Diagnose von 

Erkrankungen, an denen das Immunsystem beteiligt ist. 
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21. Verwendung nach Anspruch 20, wobei die Substanzen Nukleinsaure- 
(RNA, DNA)- Molekiile umfassen. 

22. Verwendung nach Anspruch 21, wobei zur Diagnose eine 
Hybridisierungs- oder Nukleinsaureamplifikationstechnik (z.B. PGR) 
verwendet wird. 



20 23. Verwendung nach Anspruch 20, wobei die Substanzen einen 
monoklonalen Antikorper, natiirliche oder synthetische Liganden, 
Agonisten oder Antagomsten umlassen. 



24. Verwendimg nach Anspruch 20 oder 21, wobei zur Diagnose ein ELISA- 
25 Nachweis, DurchfluBzytometrie, Western Blot, Radioimmun-assay, 

Nephelometric oder eine histochemische Anfarbung verwendet wrird. 

25. Verwendung von Substanzen, die den Signaltransduktionsweg eines ko- 
stimulierenden Molekiils nach einem der Anspruche 1-3 in die T-Zelle 

30 positiv Oder negativ beeinflussen (modulieren) als Arzneimittel. 
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Verwendung von Substanzen, die die Heraufregulation eines ko- 
stimulierenden Molekuls nach einem der Anspriiche 1-3 an die T- 
Zelloberflache verhindem als Arzneimittel. 

Verwendung eines ko-stimulierenden Molekuls nach einem der Anspriiche 
1-3 zur Herstellung von Antikorpem. 



GEANDERTES BLATT 
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VERTRAG,OB^ DIE INTERNATIONALE ZUSAMRlB^ARBEIT 
^AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 1 8 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

169-2 PCT 


WEITERES siehe IVIttteitung uber die Ubermitttung des international en 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/02896 


Internationales Anmeldedatum 
ag/Monat/Jahr) 

23/09/1998 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

23/09/1997 


An m elder 

BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND LETZTVERTRETEN ..et al. 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchen be horde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt, 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaBt in3gesamt_5 Blatter. 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Untertagen zum Stand der Technik bet. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingsreicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



b. 



Die intemationaie Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
I X I in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthaiten ist. 

[X] zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I bel der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

I I bel der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erktarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeltpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

I I Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schrifllichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

[X] Bestimtnte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
I I Mangelnde Einhettlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



4. Hinsichtlich der Bezetchnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

rrri wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Fotgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 1 4. 



[K] wie vom Anmelder vorgeschlagen ' keine der Abb. 

I I well der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Int^Ktionales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/02896 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 

1 . I )( I Anspruche Nr. 

well sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 

Obwohl die Anspruche 13-19, 25 und 26 sich auf ein Verfahren zur Behandlung 
des menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt 
und griindete sich auf die angefuhrten Wirkungen der 
Verbi ndung/Zusaimensetzung . 

2. I I Anspruche Nr. 

weil ste sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle intematronale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. Anspruche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefalBt sind. 



Feld II Bemerkungen be! mangelnder Einheitlichkelt der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationals Rscherchenbehorde hat festgesteilt, daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' ' intemationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche, 



2 I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
' ' zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. I I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

' ' intemationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die GebOhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 



4. Der Anmelder hat die erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 

chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

I [ Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 
<:oit<a 1 x/nn ^ 
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Internationales Aktenzeichen PCT/DE 98/02896 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Obwohl die Anspruche 13-19, 25 und 26 sich auf ein Verfahren zur 
Behandlung des menschi ichen/tieri schen Korpers beziehen, wurde die 
Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusammensetzung. 

Obwohl die Anspruche 20-24 sich auf ein Diagnostizierverfahren, das am 
menschi ichen/tieri schen Korper vorgenomnen wird, beziehen, wurde die 
Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusaimiensetzung. 
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